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• ABPs: Actin Binding Proteins
• ADN:  Ácido Desoxirribonucleico
• ADHP: 10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine
• ADP: Adenosine diphosphate
• AINEs: antiinflamatorios no esteroideos
• AMPARs: Receptores de glutamato de tipo AMPA (α-amino-3-hydroxyl-5-
   methyl 4-isoxazolepropanoic acid)
• APLs: Anionic phospholipids
• Arp2/3: Actin related protein 2/3 
• ASM: Acid Sphingomyelinase / Esfingomielinasa Ácida
• ASM+/+: ratones silvestres (Wt)
• ASM-/- : ratones deficientes en ASM
• BCA: Bicinchoninic Acid 
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• Cdc42: Cell-division cycle 42 
• Cdk5: cyclin-dependent kinase 5 
• Cer: Ceramida
 
• CRAC: Cholesterol recognition aminoacid consensus 
• COX: Choline Oxidase (from alcaligenes sp.) 
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• DAG: Diacilglicerol
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• DHPG: (S)-3,5-Dihydroxyphenylglycine
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• DNaseI: Deoxyribonuclease I
• DRMs: Detergent resistent membranes 
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• ECL: enhanced chemiluminescence detection system
• EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid
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• EGFR: epidermal growth factor receptor
• ER: Endoplasmic reticulum
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• Fal: Faloidina
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• FAN: Factor associated with neutral sphingomyelinase activation
• FBS: Fetal Bovine Serum
• g : fuerza x gravedad
• G-actina: actina globular/ actina monomérica
• GAP: GTPase- activating protein
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• GC: Glucocorticoids 
• GCRs: Glucocorticoid Receptors 
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• GEF: Guanine-Nucleotide Exchange Factor
• GluR1: Glutamate receptor 1 (AMPAR subunit)
• GPI: Glycophosphatidylinositol
• GRIP: GluR-interacting protein
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• HBSS: Hanks Buffer Salt Solution
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• HMG-CoA: 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA
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• HPRT:  hypoxanthine phosphoribosyltransferase gene
• HRP: Horse Raddish Peroxidase
• HVA: Homovanilic Acid
• IC: Inmunocitoquímica
• IH: Inmunohistoquimica
• IP: Inmunoprecipitación
• IL-1β: Interleuquina-1β
• LDLs: Low density lipoproteins
• LTD: Long Term Depression/ Depresión a largo plazo
• LTP: Long Term Potentiation/ Potenciación a largo plazo
• LPS1: Fosfoproteína específica de linfocitos
• mRNA: messenger Ribonucleic acid 
• MAP2: Microtubule associated protein 2
• MAPK-ERK: Mitogen-activated protein kinase-extracellular signal regulated kinase
• mDia: mammalian diaphanous
• MEM: Minimum Essential Media
• mGluRsI: Type I metabotropic Glutamate Receptors
• MLCK: myosin light chain kinase
• MP: membrana plasmática
• MRLC: myosin II regulatory light chain
• MeOH: Metanol
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• Myo II: myosin II
• NB27: neurobasal medium B27 supplemented
• NMDARs: receptores de glutamato tipo NMDA (N-methyl-D-aspartic acid)
• NOS: Nitric oxide synthase
• NPA: Niemann Pick Type A
• NPB: Niemann Pick Type B
• NPCs: Neural progenitor cells 
• NSAID: non-steroidal anti-inflamatory drug
• NSM2: Neutral Sphingomyelinase 2/ Esfingomielinasa Neutral 2
• N-WASP: neural Wiskott-Aldrich syndrome protein
• P: pellets/ fracción de membrana
• P “X”: día postnatal “X”
• p35: the essential subunit of Cdk5
• p42POP: 42KDa partner of profilin
• PA: Phosphatase Alcaline
• Pak: p21-activated protein kinase
• PIIa: Profilina IIa
• PBS: Phosphate buffer saline 
• PBST: Phosphate buffer saline Tween 20- 0,1%
• PC: Fosfatidilcolina
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• PCho: Fosfocolina
• PCR: Polymerase chain reaction
• PE: Fosfatidiletanolamina
• PI: Fosfatidilinositol
• PIPs: Phosphoinositides
• PIP2 : fosfoinositol (4, 5) bifosfato
• PI3K: phosphoinositide 3 kinase PKA
• PIP3: fosfatidilinositol (3, 4, 5) trifosfato
• PKC: Protein kinase C
• PKCδ: Protein kinase Cδ
• PFA: Paraformaldehído
• PFA-SEM: Paraformaldehido-(Sacarosa-EGTA-MgCl2)
• PLC: Fosfolipasa C
• PLPs: Poli-L-prolina
• PLL: Poli-L-Lysine hydrobromide
• POD: Peroxidase from Horseradish
• PS: Fosfatidilserina
• PSD: Postsynaptic Density/ Densidad postsináptica
• Rac1: Ras-related C3 botilinum toxin substrate
• RACK1: Receptor for activated C kinase 1
• RhoA: Ras-homolog gene family member A
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• RNA: Ribonucleic acid
• RNasa: Ribonucleasa
• ROCK: Rho associated coiled-coil-containing protein kinase
• RPM: revoluciones por minuto
• RT-PCR: Real Time- PCR
• S: supernatant/ fracción citosólica
• S1/L1: Somatosensory cortex/ Layer 1
• S1P: Esfingosina-1-fosfato
• SDS: Dodecilsulfato Sódico
• Se: Sphingosine/ Esfingosina
• SLs: Sphingolipids/ Esfingolípidos
• SIN: sinaptosomas
• SM: Sphingomyelin/ Esfingomielina
• SMAsa: Esfingomielinasa
• SNARE: Soluble (N-thylmaleimide sensitive fusion) attachment protein receptor
• SNC: Sistema nervioso central
• SPMD3: sphingomyelin phosphodiesterase, Neutral Membrane
• SPMD1: sphingomyelin phosphodiesterase, Acid Lysosomal 
• Src: Tirosina quinasas
• Sy38: Sinaptofisina (clon 38)
• TCA: Trichloroacetic Acid
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• TNFα: Tumor necrosis factor α
• TRITC: Tetrametilrodamina
• u.a.: unidades arbitrarias
• VCP: Valosin containing protein
• VitD3 : Vitamina D3
• WB: Western Blot
• WIP: WASP-interacting protein
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                                               RESUMEN

Las espinas dendríticas son protrusiones de la membrana neuronal que reciben la 
mayor parte del estímulo excitatorio en el Sistema Nervioso Central. Los cambios 
en la forma, el tamaño o el número de espinas son esenciales en los procesos de 
aprendizaje y memoria. El citoesqueleto de actina, especialmente enriquecido en es-
tas estructuras, es un elemento clave en la regulación de este dinamismo que debe 
acompañarse de la remodelación de la membrana postsináptica. Sin embargo, se 
conoce poco sobre la relación dinámica entre la actina y los principales componentes 
de la membrana, los lípidos. En este trabajo de tesis identificamos a la Esfingomielina 
(SM), como un modulador clave del citoesqueleto de actina en espinas. Empleando 
ratones deficientes en la esfingomielinasa ácida (ASM-/-), que mimetizan la enferme-
dad de Niemann Pick tipo A (NPA), demostramos que los niveles elevados de SM en 
la membrana postsináptica producen una reducción en el tamaño de las espinas y en 
su contenido en actina filamentosa. En el mecanismo molecular implicado, el incre-
mento del lípido reduce los niveles de los receptores metabotrópicos de glutamato 
de tipo I (mGluR1/5), impidiendo la unión a la membrana y activación de proteínas 
estabilizadoras de los filamentos de actina como RhoA y sus efectores ROCK y Profi-
linaII. La activación farmacológica de la esfingomielinasa neutral (NSM) previene los 
fenotipos alterados en espinas in vitro e in vivo, así como evita la neurodegeneración 
y mejora las deficiencias motoras y de memoria en ratones ASM-/-. Estos resultados 
muestran la influencia del esfingolípido más abundante en las membranas neurona-
les, la SM, y de sus enzimas catabólicas en la fisiología de espinas dendríticas. Ade-
más, contribuyen a entender la patología de la NPA abriendo perspectivas para su 
tratamiento.
RESUMEN
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ABSTRACT
Dendritic spines are protrusions of the neuronal membrane that receive most of the 
excitatory input in the Central Nervous System. Changes in the shape, size and num-
ber of spines underlie memory and learning processes. The actin cytoskeleton, which 
is enriched in these structures, is a key regulator of spine dynamism that must be ac-
companied by the remodelling of the postsynaptic membrane. However, little is known 
about the link between the actin cytoskeleton and the membrane major components: 
the lipids. This PhD thesis work identifies sphingomyelin (SM) as a key modulator of 
the dendritic spine actin cytoskeleton. We show that increased SM levels in neurons 
of acid sphingomyelinase knock out mice (ASM-/-), which mimic Niemann Pick di-
sease type A (NPA), result in reduced spine size and low levels of filamentous actin. 
Mechanistically, SM accumulation decreases the levels of metabotropic glutamate re-
ceptors type I (mGluR1/5) at the synaptic membrane impairing membrane attachment 
and activity of the filamentous actin stabilizing proteins RhoA and its effectors ROCK 
and ProfilinIIa. Pharmacological enhancement of the neutral sphingomyelinase (NSM) 
rescues the spine molecular and morphological phenotypes in vitro and in vivo, pre-
vents neuronal degeneration and improves motor and memory deficits in ASM-/- mice. 
Altogether, these data demonstrate the influence of the most abundant sphingolipid in 
neuronal membranes, SM, and of its catabolic enzymes in dendritic spine physiology. 
They also contribute to understand NPA pathology opening new perspectives for the-
rapeutic interventions.

                                    INTRODUCCIÓN

Hace más de un siglo, Santiago Ramón y Cajal (1852-1934) sentó las bases de la 
neurobiología moderna al demostrar que el tejido nervioso no era una red continua 
como se creía hasta entonces. En efecto, el cerebro de mamíferos se constituye de 
una enorme diversidad de tipos celulares conectados entre sí mediante circuitos com-
plejos.
Esta elaboración, estructural y funcional, permite la integración, procesado y almace-
namiento de la información, así como la ejecución de diferentes respuestas biológicas 
en respuesta a esta información. Una de las claves de la gran complejidad estructural 
del sistema nervioso central (SNC) es la diversidad de tipos celulares, neuronales y 
gliales, presentes en el mismo (Thivierge, 2008). La gran variedad de tipos neurona-
les se clasifican en base a su morfología, contenido de neurotransmisores, expresión 
de proteínas específicas, tipos de sinapsis y comportamiento de disparo o firing (Mas-
land, 2004).
Gracias a las propiedades eléctricas de la membrana plasmática (MP), las neuronas 
son capaces de generar, integrar y propagar señales eléctricas estableciendo contac-
tos funcionales denominados sinapsis. Mediante la liberación de neurotransmisores 
las sinapsis químicas regulan la comunicación eléctrica de la red neuronal, transmi-
tiendo información desde las terminales axónicas hacia regiones dendríticas post-
sinápticas. Las respuestas de la red neuronal han de ser precisamente controladas 
para asegurar una correcta actividad cerebral. Así, el sistema nervioso es capaz de 
variar la eficacia de la transmisión del mensaje nervioso a través de las conexiones 
sinápticas como respuesta a los estímulos durante el desarrollo y la vida adulta, mo-
dificando la fuerza de  las sinapsis a corto o a largo plazo y con ello las estructuras 
y circuitos neuronales. Estas modificaciones constituyen un fenómeno característico 
y esencial de la red neuronal conocido como plasticidad sináptica y considerado la 
base de la codificación y almacenaje de memoria y aprendizaje, así como de los pro-
cesos relacionados con la consciencia, inteligencia y comportamiento (Martin et al., 
2000; Chen et al., 2007).
Gran cantidad de evidencias apoyan la hipótesis de que los cambios a medio y largo 
plazo en la eficacia de las sinapsis forman la base de los procesos de aprendizaje y 
memoria (Holmaat & Svoboda, 2009). Dos de los fenómenos más estudiados de la 
plasticidad sináptica son la llamada potenciación duradera o LTP (Long Term Poten-
tiation) y depresión duradera o LTD (Long Term Depression). Ambos mecanismos se 
basan en la dinámica de receptores de Glutamato de la región postsináptica, encar-
gados de detectar la presencia de Glutamato liberado por las terminales presinápti-
cas e integrar la información en forma de vía de señalización en el lúmen dendrítico. 
Las regiones dendríticas con mayor concentración de receptores de Glutamato se 
conocen como espinas dendríticas, susceptibles de una remodelación constante.
INTRODUCCIÓN
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                               1. LAS ESPINAS DENDRÍTICAS
Las espinas dendríticas constituyen el principal lugar de procesamiento y almacenaje 
de información en el cerebro, considerándose la base morfológica de la plasticidad 
sináptica (Yuste & Bonhoeffer, 2001; Yuste & Tank, 1996). Son protusiones altamente 
especializadas de la membrana postsináptica que brotan del eje dendrítico y reciben 
la mayoría de sinapsis excitatorias del cerebro de mamíferos (Harris & Kater 1994, 
Bourne  & Harris, 2008), siendo modificables por la actividad y la experiencia. Las es-
pinas dendríticas proporcionan un micro-compartimento en el que se generen las res-
puestas postsinápticas. Pueden funcionar como compartimentos semi-autónomos, ya 
que están separadas del eje dendrítico por un cuello que puede regular la difusión de 
iones y otras moléculas especializadas. Así, unas de sus funciones principales es la 
compartimentalización de iones Ca2+ formando reservorios bioquímicos, además de 
ser capaces de filtrar potenciales de membrana (Araya et al., 2006), por lo que crean 
un sistema coordinado que aísla unos impulsos sinápticos de otros (Yuste & Denk, 
1995; Koch & Zador, 1993).
                      1.1 Morfología de las espinas dendríticas 
Las espinas dendríticas son estructuras heterogéneas en tamaño (con una longitud 
de entre 0.5-2 µm) y en densidad (variando desde 1 a 10 espinas por µm de dendri-
ta). Formadas por una cabeza esférica y un cuello estrecho (Harris & Stevens, 1989; 
Noguchi et al., 2005), pueden además variar su morfología de manera transitoria en 
unos pocos segundos o minutos o por el contrario sufrir cambios duraderos en el 
tiempo (Matus, 2005). La clasificación según la morfología de espinas comúnmente 
aceptada establece tres grupos principales: a) gruesa y corta (stubby), b) en forma de 
champiñón y de cabeza grande (mushroom) y c) filopodial o fina y de cabeza peque-
ña (thin) (FiguraI1).
Existe una relación entre la morfología de la cabeza de la espina y su funcionalidad 
debida, en parte, a los niveles de receptores de glutamato de tipo AMPA (AMPARs) 
(Kasai et al., 2003). Así, las espinas pequeñas, consideradas también como espinas 
inmaduras,  son más dinámicas y tienen una mayor capacidad de respuesta a es-
tímulos, siendo más susceptibles a fenómenos de LTP (Tada & Sheng, 2006). Las 
espinas  de mayor tamaño se consideran más estables y menos plásticas (espinas 
maduras o de memoria) (Matsuzaki, 2007).
De acuerdo con esto, la funcionalidad de las espinas está determinada por su mor-
fología. De hecho, muchos síndromes que causan retardo mental y transtornos cog-
nitivos presentan alteraciones en la morfología, tamaño o densidad de las espinas 
dendríticas (Kaufmann et al., 2000). Un factor regulador clave de la morfología de es-
pinas dendríticas es el citoesqueleto de actina muy enriquecido en estas estructuras.
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Figura I1. Clasificación morfológica general de las espinas dendríticas. A. Imagen de la recons-
trucción en 3D de un segmento dendrítico de una neurona piramidal del CA1 en ratón expresando la 
proteína verde fluorescente. Las espinas se pueden clasificar en 3 tipos generales: B. cortas y gruesas 
(stubby, < 0,5 μm de longitud). C. tipo champiñón o de cabeza grande (mushroom) y D. finas y largas 
con cabeza pequeña (thin). Barra de escala 1 μm. (Imagen tomada de McKinney, 2010).
Está constituido por actina filamentosa (F-actina) (Furuyashiki et al., 2002; Matus et 
al., 1982; Fisher et al., 1998) compuesta a su vez por actina monomérica o globular 
(G-actina) que polimeriza en filamentos con un índice de recambio constante en el 
tiempo de un minuto aproximadamente (Star et al., 2002). Este proceso requiere de 
la polimerización desde un extremo (+) y despolimerización en el opuesto (-). En las 
espinas existen diferentes puntos enriquecidos en F-actina, como son, un reservorio 
dinámico en la punta de la espina que genera una fuerza expansiva, un reservorio 
estable en la base, cuyo tamaño depende del volumen de la espina y un tercer punto 
confinado al cuello que está regulado por Ca2+ y proporciona un agrandamiento del 
tamaño de la espina persistente durante largo tiempo (Honkura et al., 2008).
                     1.2 Dinamismo de las espinas dendríticas.
La información en el cerebro puede ser almacenada mediante el reforzamiento o de-
bilitación de las sinapsis existentes, lo que se traduce en cambios en el tamaño y/o 
la morfología e incluso en la aparición o eliminación de las espinas dendríticas en 
respuesta a eventos de señalización externos (Bonhoeffer & Yuste, 2002; Nimchinsky 
et al., 2002). El mecanismo común subyacente a estos fenómenos se basa en el di-
namismo de la actina local (Kasai et al., 2003; Yuste & Bonhoeffer 2001). Por ello, los 
factores que regulan este proceso de polimerización-despolimerización constituyen 
la clave para adaptar la respuesta sináptica al estímulo recibido (Alvarez & Sabatini, 
2007; Holtmaat & Svoboda, 2009; Matus, 2005). 
Por otro lado, hay que destacar que las espinas dendríticas son protrusiones de la 
membrana postsináptica. La remodelación en respuesta a estímulo de la membrana, 
cuyos principales componentes son los lípidos, es tan notable como los cambios en el
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citoesqueleto de actina y constituye asimismo un factor clave en los procesos dinámi-
cos de reorganización de estas estructuras (Carliste & Kennedy, 2005).
Numerosos estudios dedicados a caracterizar la maquinaria proteica tratan de expli-
car los mecanismos que aúnan la actividad sináptica con la dinámica de actina. La 
participación de los lípidos es un campo mucho menos explorado pero las evidencias 
indican que el citoesqueleto de actina y la membrana constituyen un sistema que 
actúa de manera sinérgica en la sinapsis. En esta tesis doctoral se han caracterizado 
mecanismos moleculares que controlan dicha cooperación. A continuación describi-
mos diferentes evidencias que relacionan el citoesqueleto de actina y la MP.
2. RELACIÓN ENTRE EL CITOESQUELETO DE ACTINA Y LA 
MEMBRANA PLASMÁTICA
La relación del citoesqueleto de actina con la MP es bidireccional. Por un lado, la 
membrana requiere del impulso de los filamentos de actina para modificar su curva-
tura en procesos como la migración, formación de protrusiones o cambios en la mor-
fología en respuesta a estímulos. Por otro lado, la correcta localización y actividad de 
diversas proteínas reguladoras del citoesqueleto de actina depende de su unión a la 
MP.
Existe una gran variedad de proteínas unidoras de actina (Actin Binding Proteins, 
ABPs) capaces de interaccionar al mismo tiempo con el córtex de filamentos de acti-
na y con la MP, bien directamente o con ayuda de otras proteínas intermediarias.
 2.1 Interacción entre proteínas unidoras de actina y MP.
Existen tres formas diferentes por las cuales las ABPs interaccionan con la MP (Fi-
gura I2): (1) uniéndose a la superficie de la membrana mediante la interacción con 
lípidos, (2) siendo proteínas integrales de membrana, (3) uniéndose a proteínas que 
a su vez están asociadas a membrana (Cowin & Burke, 1996; Mangeat et al., 1999).
Figura I2: Representación esquemática de los diferentes modos de interacción ABPs-MP. 1. 
Unión directa a lípidos, 2. ABPs transmembrana, 3. Unión a través de proteínas asociadas a membrana. 
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1) ABPs que se unen a lípidos: el primer ejemplo descrito fue la profilina, que se 
une específicamente al fosfatidilinositol (4, 5)-bisfosfato (PIP2), un fosfolípido al-
tamente cargado localizado en la cara citoplasmática de la MP (Lassing and Lin-
dberg, 1985). Estudios posteriores mostraron que PIP2  sirve de cofactor para el 
anclaje de muchas otras ABPs a la MP (Czech, 2000), como es el caso de la familia 
ezrina-radixina-moesina (ERM) y de la talina (Blin et al., 2008; Heise et al., 1991; 
Heiska et al., 1998; Hirao et al., 1996; Martel et al., 2001; Zhang et al., 2005). Esta 
unión no sólo media el anclaje a membrana de las ABPs si no que modula también 
sus propiedades. 
Para unirse directamente a lípidos las ABPs han de sufrir modificaciones postraduc-
cionales que suelen consistir en la adición de residuos derivados del metabolismo de 
esfingolípidos (SLs) mediante reacciones de miristoilación, prenilación (geranil-gera-
nilación, farnesilación) o palmitoilación (Levental et al., 2010; Magee, 1989; Stokoe 
et al., 1994; Thelen et al., 1991). Este fenómeno no es exclusivo de las ABPs. Se ha 
descrito asimismo para otro grupo de proteínas como es el caso de la familia de las 
Rho GTPasas. Se trata de proteínas citosólicas que bajo determinadas condiciones 
pueden translocarse a la membrana para su interacción con distintos efectores que 
afectan de manera directa al citoesqueleto de actina (Bustelo, 2000; Prag et al., 2007; 
Schmidt and Hall, 2002; Vaughan et al., 2011). Cabe destacar que el fosfatidilinositol 
(3,4,5)-trifosfato (PIP3), generado a partir de PIP2 por acción de la quinasa PI3K (Fos-
foinositol-3-quinasa), es un activador de las RhoGTPasas (Bustelo, 2000) que afecta 
a moléculas nucleadoras de actina (Higgs & Pollard, 2000; Lai et al., 2008; Rozelle et 
al., 2000) dando lugar a la polimerización y ramificación de los filamentos de actina 
(Goley & Welch, 2006; Tseng & Wirtz, 2004).
Puesto que las modificaciones postraduccionales anteriormente mencionadas son un 
requisito necesario para la unión a membrana y activación de ABPs y RhoGTPasas, 
las perturbaciones en el metabolismo de los SLs podrían llevar a su deslocalización, 
acarreando defectos en la reorganización del citoesqueleto de actina. Debido a la 
importancia de este evento en los estudios desarrollados en esta tesis doctoral des-
cribiremos más adelante la influencia del metabolismo de SLs en la sinapsis.
2) ABPs como proteínas integrales de membrana: Este tipo de proteínas están em-
bebidas en la MP de modo que contactan directamente con regiones lipídicas. En 
su parte citoplasmática suelen presentar regiones de homología a los dominios de 
unión a actina de otras ABPs, conectando así membrana y citoesqueleto. Algunos 
ejemplos son el receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (Den Hartigh 
et al., 1992), la fosfoproteína específica de linfocitos (LPS1), ponticulina, algunas 
integrinas (Takaishi et al., 2000) y otras proteínas importantes en la función sinápti-
ca como β-aducina (Bednarek & Caroni, 2011; Bennett et al., 1988).
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3) ABPs que se unen a proteínas asociadas a membrana: Este parece ser el me-
canismo más frecuente para conectar ABPs con MP. Como ejemplo podemos 
mencionar proteínas como la paxilina (Turner, 2000) o talina (Ziegler et al., 2008) 
y las proteínas ERM, que se unen a glicoproteínas asociadas a membrana como 
CD44 en presencia de PIP2 y en un proceso dependiente de la actividad de GTPa-
sas como RhoA (Hirao et al., 1996; Kotani et al., 1997).
3. EL CITOESQUELETO DE ACTINA EN LAS ESPINAS DENDRÍTICAS
Estudios de microscopía electrónica realizados en neuronas piramidales del prosen-
céfalo de rata mostraron que la distribución de la F-actina en las espinas dendríticas 
no es homogénea. Se concentra principalmente en la densidad postsináptica o PSD 
y en menor grado en regiones subsinápticas y en el cuerpo de la espina (Cohen 
et al., 1985; Matus et al., 1982). Su estabilidad también es variable. Puede exhibir 
resistencia durante horas a drogas bloqueantes de la polimerización de actina como 
las citocalasinas (Allison et al., 1998). Sin embargo, cuando se requiere un estado 
que implique motilidad, la F-actina puede despolimerizarse muy rápidamente (Fisher 
et al., 1998). El grado de polimerización de la actina controla la fluidez del despla-
zamiento de moléculas en la bicapa de la MP de la espina (Renner et al., 2009), 
como es el caso de los receptores de neurotransmisores o proteínas de andamiaje 
de la membrana postsináptica (Kuriu et al., 2006; Richards et al., 2004; Kusumi et al., 
2005). 
Figura I3. Proteínas involucradas en el con-
trol del citoesqueleto de actina de las espinas 
dendríticas. Las espinas dendríticas reconocen 
e integran señales excitatorias tras la detección 
del glutamato liberado por las vesículas presináp-
ticas a través de receptores AMPA y NMDA en 
zonas de la membrana sináptica con una matriz 
proteica densa llamada densidad postsináptica 
(PSD, en rosa). Estos receptores interaccionan 
con proteínas adaptadoras, como PSD 95, que 
recluta complejos de señalización (e.g., regulado-
res de RhoGTPasa o quinasas). Los filamentos 
de actina conectan los receptores de neurotrans-
misores con otras proteínas transmembrana o 
ABPs que regulan la forma y desarrollo de la es-
pina. Moléculas reguladoras de actina entre las 
que se encuentran la profilina, debrina o cofilina 
controlan el grado de polimerización de los fila-
mentos de actina (Imagen adaptada de Calabre-
se et al., 2006).
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Este gran dinamismo requiere de una fina regulación espacial y temporal de la poli-
merización de actina. A ello contribuye una complicada red de proteínas que se loca-
lizan constitutivamente en la espina o llegan a ella en respuesta a estímulo (Luo et 
al., 2002) (Figura I3). En las siguientes secciones describiremos en detalle alguna de 
estas proteínas con mayor protagonismo en esta tesis. 
                                              3.1 Rho GTPasas
Las RhoGTPasas son enzimas de localización ubicua (Govek et al., 2005) que a tra-
vés de su capacidad para modular el citoesqueleto de actina y también el de mi-
crotúbulos, regulan una gran variedad de procesos celulares como la morfología, la 
transcripción de genes, la progresión del ciclo celular, procesos de apoptosis, tráfico 
de membrana, progresión tumoral y respuesta a factores de crecimiento (Van Aelst & 
D’Souza-Schorey, 1997; Hall, 1998). 
Las GTPasas de la familia de Rho se expresan en el sistema nervioso central y se ha 
descrito la presencia de las más caracterizadas como son RhoA, Rac1, Cdc42, junto 
con sus efectores, en espinas dendríticas de distintos tipos neuronales (Figura I3 e 
I4) (Hashimoto et al., 1999; Olenik et al., 1997) donde juegan un papel esencial en su 
formación, maduración y mantenimiento (Tashiro et al., 2000) a través de la modula-
ción del citoesqueleto de actina (Luo et al., 1996; Ruchhoeft et al., 1999; Theadgill et 
al., 1997). 
Figura I4: Principales vías de señalización entre las RhoGTPasas y el citoesqueleto de actina en 
neuronas. Las flechas en punta indican activación, sin punta, indican inhibición. Las flechas puntea-
das indican que existen efectores intermediarios para cada GTPasa en la regulación de la morfología 
neuronal. Arp 2/3 actin related proteins 2 & 3; Cdc42: cell division cylcle 42; Cdk5: cyclin-dependent 
protein kinase 5; LIMKinase : Lim domain containing protein kinase; mDia: mammalian diaphanous; 
MLCK: myosin light chain kinase; MRLC: myosin II regulatory light chain; Myo II: myosin II; N-WASP: 
neuronal Wiskott-Aldrich Syndrome protein; p35: the essential subunit of Cdk5; Pak: p21-activated pro-
tein kinase; Rac: Ras-related C3 botulinum toxin substrate; Rho: Ras homology gene family member A; 
ROCK: Rho-associated, coiled-coil-containing protein kinase (Imagen adaptada de Luo, 2000).
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                           3.1.1. Ciclo funcional de las RhoGTPasas
La variedad de eventos celulares en los que las RhoGTPasas están implicadas ha-
cen necesario un control estricto de su activación en el espacio y en el tiempo. Pun-
tos clave de esta regulación son su redistribución desde el citosol a la membrana y el 
paso de una forma inactiva a otra activa a través del intercambio GDP (guanosine di-
phosphate) por GTP (Guanosine-5’-triphosphate). Las RhoGTPasas están continua-
mente alternando entre su estado inactivo (unidas a GDP) y el activo (unidas a GTP). 
Es en este último estado cuando interaccionan con moléculas efectoras para producir 
la respuesta biológica. Este ciclo está altamente regulado por tres tipos de proteínas 
GEFs (Guanine nucleotid Exchange Factors), GAPs (GTPasa Activating Proteins) y 
GDIs (GDP dissociation inhibitors). En condiciones basales las RhoGTPasas se loca-
lizan mayoritariamente en el citoplasma unidas a GDIs. El estímulo induce un reclu-
tamiento de GEFs y el complejo GDI-GTPasa a la MP. Los GEFs interaccionan con 
la membrana gracias a modificaciones postraduccionales como la fosforilación, mien-
tras que las Rho GTPasa se unen a la membrana a través de los residuos lipídicos en 
el extremo C-terminal, como se comentó anteriormente (ver apartado 2.1 (1)). En la 
MP tiene lugar la rápida disociación entre el Rho GDI y la RhoGTPasa y es entonces 
cuando el GEF produce el intercambio GDP por GTP. La disociación del GDI de la 
GTPasa es facilitada por miembros de la familia ERM que secuestran a la GDI (Taka-
hashi et al., 1997). Una vez unida a GTP, la GTPasa interacciona con efectores que 
a través de sus correspondientes vías de señalización darán lugar a las respuestas 
celulares. La duración de la señal está estrictamente controlada por la degradación 
de GEFs mediante ubiquitinación y por la estimulación mediante GAPs de la activi-
dad GTPasa endógena de las RhoGTPasas, la cual suele ser muy baja (Figura I5). 
Figura I5: Ciclo de activación e inactivación de las RhoGTPasas. Las RhoGTPasas inactivas uni-
das a GDP forman un complejo citosólico con GDI. La unión a la MP y la separación entre GDI y la 
GTPasa son mediadas por un factor de desplazamiento de GDI (GDF). La activación de la RhoGTPasa 
se da tras el intercambio del nucleótido GDP catalizado por una GEF. En estado activo, las RhoGTPa-
sas reclutan diferentes proteínas efectoras y vuelven a su estado inactivo tras la hidrólisis de GTP a 
GDP mediada por una GAP. En estado inactivo, la GTPasa es reconocida y extraída de la membrana 
por una GDI. 
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Por la especial implicación de RhoA en los resultados obtenidos en esta tesis docto-
ral, ampliamos a continuación la información sobre esta GTPasa en particular.
                                                   3.1.2 RhoA
RhoA controla diferentes vías de señalización esenciales para la estabilidad del ci-
toesqueleto de actina en neuronas de mamíferos. Esta capacidad se debe a la 
existencia de un gran número de activadores de la GTPasa, así como de proteínas 
efectoras que responden a su activación. Mientras que Cdc42 y Rac1 muestran un 
68% de homología, RhoA presenta un 45% con respecto a las otras GTPasas. Estas 
diferencias se creen necesarias para la activación específica de cada GTPasa por 
distintos efectores (Hakoshima et al., 1998). Así se han descrito dos tipos de motivos 
de unión a RhoA en las diferentes proteínas que interactúan con ella. Por un lado, el 
llamado dominio de clase 1, que es una región poli-básica seguida de un motivo “cre-
mallera de leucina” (leucine-zipper) presente en la proteína quinasa N (PKN), Rofilina 
y Rotequina (Amano et al., 1996; Reid et al., 1996). Por otro lado, el dominio de clase 
2 presente en la quinasa ROCK y en Citron (Madaule et al., 1995; Camera et al., 
2003) consistente en una hélice superenrollada (coiled-coil) presente en el C-terminal 
de estas proteínas.
Entre las funciones de RhoA está su implicación en procesos como la elongación 
neurítica, el ramificado dendrítico, el crecimiento del cono axónico y la sinaptogénesis 
(Kozma et al., 1997; Bito et al., 2000; Yamashita et al., 1999; Lesiak et al., 2013). 
Alteraciones que comprometen la actividad de RhoA causan graves problemas en la 
conectividad sináptica, como es el caso de la función anómala de la RhoGAP oligo-
frenina 1 implicada en uno de los desórdenes cognitivos más comunes, el del X- Frá-
gil (Billuart et al., 1998).
Más concretamente en espinas dendríticas, la activación de RhoA se da en la poten-
ciación duradera o LTP, siendo necesaria para la consolidación de este fenómeno 
de plasticidad a través de la señalización por ROCK y cofilina (Rex et al., 2009). La 
activación de RhoA en la potenciación a largo plazo provoca una rápida aparición de 
F-actina en la espinas dendríticas (Fukazawa et al., 2003; Lin et al., 2005), necesaria 
para el incremento del volumen de la espina tanto de manera transitoria como man-
tenida, durante la inducción química de LTP (Murakoshi et al., 2011). A través de sus 
proteínas efectoras ROCK II y ProfilinaIIa (PIIa), RhoA actúa como mediador entre los 
receptores de glutamato y el citoesqueleto de actina (Schubert et al., 2006; Da Silva 
et al., 2003) gracias a su capacidad de interaccionar con subunidades de receptores 
de glutamato tanto ionotrópicos (subunidades NMDAR2a y GluR1) como metabotró-
picos (mGluRs de tipo I). El estímulo sináptico recibido modula los patrones de esta 
interacción, que a su vez regula la actividad de RhoA y la estabilidad del citoesque-
leto de actina por lo que se proporciona un mecanismo directo entre la señal recibida 
por los receptores de neurotransmisores y los cambios en la forma de la espina den-
drítica en un proceso clave para determinar la fuerza sináptica (Schubert et al., 2006). 
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Por su relevancia en esta tesis se detallan características de efectores de RhoA y de 
mGluRs.
    3.2 Efectores de RhoA en espinas dendríticas: ROCK II y Profilina IIa
Existen diferentes efectores específicos de RhoA en la señalización capaces de mo-
dular el citoesqueleto de actina. En espinas, así como en vías de regulación de la 
neuritogénesis, RhoA ejerce una importante función a través de sus efectores ROCK 
II y PIIa (Da Silva et al., 2003). 
                                                3.2.1. ROCK II
ROCK II es un efector directo de RhoA. Por su capacidad para fosforilar y activar 
la cadena ligera de la miosina (MLC), aumenta la contractilidad de la actinomiosina 
jugando un importante papel en la contracción celular sostenida (Amano et al., 1996, 
1998) tanto en tipos celulares no neuronales como en células nerviosas (Hirose et al., 
1998; Hong et al., 2002). 
Otros sustratos de ROCK son la fosfatasa de MLC (impidiendo la defosforilación de 
ésta última) y la quinasa LIM (LIMK), que a su vez fosforila e inactiva a la ABP cofilina, 
impidiendo la despolimerización de actina y promoviendo por lo tanto la estabilización 
de los filamentos.
Tras la activación de RhoA, ROCK II puede estabilizar F-actina a través de la fosfo-
rilación de otra ABP, la PIIa (Da Silva et al., 2003; Witke et al., 2001). La importancia 
de la via de señalización RhoA/ROCK para la correcta morfogénesis de la espina se 
refleja en los efectos causados por alteraciones en los niveles de oligofrenina-1, una 
GAP que regula negativamente a RhoA. La reducción de sus niveles compromete la 
morfogénesis de la espina en un proceso dependiente de ROCK y su influencia en la 
actomiosina, resultando en una disminución significativa en la longitud de las espinas 
(Govek et al., 2004).
                                                3.2.2. Profilina 
La profilina es una pequeña ABP (17 KDa) monomérica presente en la mayoría de 
los tipos celulares de organismos eucariotas. En ratón, el gen de la profilina II posee 
dos isoformas derivadas del splicing alternativo, la PIIa y PIIb, que poseen diferentes 
características bioquímicas y localización subcelular (Di Nardo et al., 2000, Witke et 
al., 2001). La isoforma PIIa es la mayoritaria en cerebro, siendo la única presente en 
la membrana sináptica y espinas dendríticas, donde funciona uniendo monómeros de 
actina, cargándolos con ATP y facilitando su adición al extremo (+) del filamento en 
crecimiento (Pantaloni & Carlier, 1993). Aunque la mayoría de la PIIa está unida a ac-
tina, su afinidad por secuencias ricas en Poli-L-prolina (PLPs) le confiere la capacidad 
de interaccionar con diferentes proteínas relacionadas con la nucleación y el creci-
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miento de los filamentos de actina como son N-WASP, WIP, ERM y forminas (Holt 
& Koffer, 2001) y otros ligandos como dinamina I, sinapsina, ROCK II, VCP (valosin 
containing protein). PIIa también interacciona con fosfolípidos de membrana como 
PIP2. Gracias a todo ello PIIa cumple una importante función en el tráfico de membra-
na, señalización y polimerización de actina localizada (Witke et al., 1998; Pollard & 
Borisy, 2003; Blanchoin et al., 2000).
Con respecto a su papel en repuesta a la estimulación sináptica, se ha descrito que 
PIIa es necesaria para la correcta exocitosis de vesículas de neurotransmisor como 
respuesta a concentraciones elevadas de Ca2+  (Pilo Boyl et al., 2007). En el caso 
del compartimento postsináptico, PIIa se dirige a la cabeza de espinas dendríticas 
de neuronas piramidales de hipocampo en respuesta a la activación de receptores 
NMDA (Ackermann & Matus 2003; Neuhoff et al., 2005). Además, en este proceso, 
PIIa se acumula en el núcleo donde se asocia con la proteína p42POP (42kDa part-
ner of profilin) un represor transcripcional cuya actividad se ve modulada por la unión 
a profilina, implicando a ésta en la regulación génica (Birbach et al., 2006). 
3.3. Unión de RhoA a la membrana sináptica: papel de los mGluRs.
Como se describió anteriormente la unión a membrana de RhoA, así como de otras 
Rho GTPasas, requiere la modificación postraduccional de la proteína para facilitar 
la intreracción con los lípidos. Es importante destacar que en la sinapsis la unión a 
la membrana postináptica de RhoA sufre además una regulación específica en la 
que participan receptores de glutamato ionotrópicos y metabotrópicos. La unión di-
ferencial de RhoA a estos receptores en respuesta a estímulo facilita la reorganiza-
ción del citoesqueleto de actina mediante una vía de señalización en la que también 
participan ROCK y PfIIa (Schubert et al., 2006). Por su especial relevancia en esta 
tesis pasamos a describir en más detalle algunas características de los receptores 
metabotrópicos. 
Existen hasta el momento 8 miembros conocidos de los receptores de glutama-
to metabotrópicos, mGluR1-8. Todos ellos son receptores acoplados a proteínas G 
(GPCR). El grupo I lo componen mGluR1 y mGluR5 que en neuronas maduras se 
localizan principalmente en las regiones circundantes al PSD (Lujan et al., 1997). 
Están acoplados a través de Gq/G11 a la fosfolipasa C (PLC), cuya activación genera 
inositol (1,4,5)-trifosfato (IP3), con la consecuente liberación de Ca2+ de reservorios 
intracelulares y generación de diacilglicerol (DAG) (Conn & Pin, 1997).
Tras la estimulación con glutamato o agonistas como el 3,5-dihydroxyphenylglycine 
(DHPG), (Schoepp et al., 1994) los mGluRsI modulan la actividad de gran cantidad 
de quinasas del tipo serina-treonina, incluyendo la proteína quinasa C (PKC), PKA, 
proteína mitógeno-activada quinasa (MAPK-ERK) y quinasas de receptores acopla-
dos a proteínas G (GRKs) (Aramori & Nakanishi, 1992; Peavy & Conn, 1998; Dale et 
al., 2000). Estas quinasas fosforilan gran variedad de sustratos, modulando respues-
tas celulares, entre ellas la desensibilización por fosforilación del propio receptor por
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PKC (Alaluf et al., 1995; Francesconi & Duvoisin, 2000) o fenómenos de plasticidad 
como la LTD dependiente de mGluRs inducida por la vía de ERK (Gallagher et al., 
2004). Alteraciones en estos receptores son responsables de graves deficiencias 
cognitivas, dada su influencia en la estabilidad de mRNA y regulación de la traduc-
ción de proteínas de manera local en la sinapsis (Todd et al., 2013; De Rubeis et al., 
2012; Waung et al., 2008; Ronesi & Huber, 2008).
Entre las proteínas interactoras que influyen en la actividad de los mGluRsI se en-
cuentran algunas proteínas estructurales de la membrana postsináptica como las 
isoformas de la proteínas Homer (Homer 1a; Homer 1b/c), con las que forman com-
plejos multiproteicos reguladores de su ensamblaje y correcta señalización (Ango et 
al., 2000; Kammermeier & Worley, 2007; Mao et al., 2005; Mao et al., 2008). Además 
la distribución y localización de mGluRsI en la MP está modulada por la composición 
lipídica de ésta. Así, una secuencia consenso presente en el receptor denominada 
CRAC (Cholesterol Recognition Aminoacid Consensus) media su interacción con el 
colesterol y los dominios lipídicos de membrana enriquecidos en este lípido (balsas 
lipídicas o rafts)  que regulan la correcta localización, señalización y reciclaje (Kumari 
et al., 2013; Francesconi et al., 2009). 
                           4. LÍPIDOS Y ESPINAS DENDRÍTICAS 
La membrana postsináptica ha de integrar la información que recibe y transmitirla al 
interior celular. La maquinaria proteica que la compone, que incluye receptores de 
neurotransmisores, proteínas de andamiaje o proteínas relacionadas con el citoes-
queleto de actina, juega un papel esencial en esta integración y en los últimos años 
se ha caracterizado en detalle. Sin embargo, se conoce mucho menos sobre el papel 
de los lípidos de las membranas neuronales a pesar de que son los componentes 
mayoritarios. Aspectos como la compartimentalización, curvatura o la capacidad fu-
sogénica de las membranas están determinadas por las propiedades fisicoquímicas 
de los lípidos que las componen (Lentz et al., 1987). Como se describió anteriormen-
te la interacción con la membrana y sus lípidos modula también la actividad de nume-
rosas proteínas sinápticas incluyendo receptores de neurotransmisores o proteínas 
relacionadas con actina. 
Entre los componentes lipídicos minoritarios de la membrana postsináptica cabe 
destacar a los Fosfoinosítidos (Phosphoinositides, PIPs). La presencia en espinas 
dendríticas de enzimas metabólicas (i.e. PTEN, PLCgamma o PIP5K) que regulan la 
cantidad de PIPs con diferentes estados de fosforilación (i.e. fosfatidilinositol (3,4,5) 
trifosfato (PIP3) o (4,5) bifosfato (PIP2)) y cambian actividad y localización en respues-
ta a estímulos, indica el relevante papel de estos lípidos en la plasticidad sináptica. 
Así, el dinamismo de PIPs en espinas regula el citoesqueleto de actina, la síntesis 
proteica local y la concentración y distribución de proteínas clave en plasticidad como 
PSD95 y AMPARs (Arendt et al., 2010; Yin & Janmey, 2003; Kelleher et al., 2004; 
Horne & Dell’Acqua, 2007).
54
INTRODUCCIÓN
Como componentes lipídicos mayoritarios especialmente enriquecidos en la mem-
brana postsináptica, destacamos el colesterol y los esfingolípidos (SLs) a los que se 
dedican los próximos apartados.
El colesterol es el lípido más abundante en las membranas neuronales (incluyendo la 
sináptica), siendo un elemento determinante de su fluidez (London, 2005; Coorsen & 
Rand, 1990) ya que ocupa los espacios intersticiales entre las cadenas hidrofóbicas 
de los fosfolípidos. El colesterol determina la curvatura de la membrana, el movimien-
to lateral de sus moléculas y los procesos de exo y  endocitosis (Rodal et al., 1999; 
Subtil et al., 1999; Huttner & Schmidt, 2000). La reducción de los niveles de colesterol 
provoca la pérdida de sinapsis excitatorias e inhibitorias, (Hering et al., 2003; Pontier 
et al., 2008). Además, el propio estímulo excitatorio modula los niveles de este lípido 
y así la estimulación glutamamérgica aguda lleva a una reducción moderada y tran-
sitoria de colesterol en la membrana mediada por la enzima Cyp46 (24S-cholesterol 
hydroxylase) (Sodero et al., 2011). La disminución crónica de colesterol sináptico 
contribuye a la pérdida de memoria en edad avanzada por mecanismos que afectan 
vías de señalización y la movilidad de AMPARs (Martín et al., 2014).
Los SLs son lípidos polares abundantes en las membranas de células nerviosas don-
de afectan profundamente a las propiedades estructurales (Schwarz et al., 1995), el 
ordenamiento lateral, la función de proteínas asociadas a ellas y generan importan-
tes mediadores lipídicos intra y extracelulares.  Están enriquecidos en las membra-
nas pre y postsinápticas y tanto sus niveles, como su interacción con el colesterol, 
influyen en procesos de fusión de vesículas sinápticas, deformación de membrana, 
fluidez de moléculas y en consecuencia en la fuerza y eficacia de la transmisión si-
náptica (Cheng & London, 2011; Churchuard et al., 2005; Haque et al., 2001; Linetti et 
al., 2010; Sugiura et al., 2008).
Las propiedades biofísicas de estas moléculas determinan su compartimentalización 
en la célula. Así, algunos SLs pueden ser lo suficientemente anfipáticos como para 
encontrarse en el citosol, el lúmen de un orgánulo o el espacio extracelular, mientras 
que otros restringen su localización a la bicapa lipidíca. La importancia de esta com-
partimentalización se traduce en la estricta regulación de las enzimas biosintéticas y 
catabólicas de los SLs (Gault et al., 2011).
Los SLs son sintetizados en el retículo endoplásmico (ER) a partir de precursores y 
gracias a la acción coordinada de diferentes enzimas que producen de novo la Cer, el 
esqueleto hidrofóbico de los SLs, constituida por Esfingosina y ácidos grasos de ca-
dena larga que pueden ser heterogéneos en su composición. La Cer participa en las 
características fusiogénicas de la membranas, así como en la generación de corrien-
tes postsinápticas y la inserción de receptores NMDA (Wheeler et al., 2009) además 
de ser necesaria para la maduración de espinas dendríticas (Carrasco et al., 2012).
Tras el transporte vesicular de la Cer al Golgi es en este compartimento donde se sin-
tetizan SLs complejos como los Glicoesfingolípidos (GSL) y la SM mediante la incor-
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poración de grupos hidrofílicos de oligosacáridos o de fosfocolina, respectivamente 
(Jeckel et al., 1990; Tafesse et al., 2006).
La SM constituye el 10% de los SLs complejos en mamíferos y su síntesis es nece-
saria para la viabilidad celular (Tafesse et al., 2007). Se sintetiza por la transferencia 
de fosfocolina a la Ceramida por la acción de las SM sintetasas 1 y 2 (Huitema et 
al.,2004) en el cis-medial Golgi y, en un pequeño porcentaje, en la membrana plas-
mática. En el cerebelo, se ha descrito también su síntesis en el trans Golgi y en vesí-
culas de la vía endocítica (Allan & Kallen, 1994). Las alteraciones en el metabolismo 
de la SM en neuronas constituyen la base de nuestro trabajo en esta tesis doctoral, 
por lo que ampliaremos la información sobre este tema y sus implicaciones patológi-
cas en el apartado 5.
Los SLs y el colesterol adquieren particular relevancia en la compartimentalización de 
las membranas y en fenómenos de señalización gracias a su capacidad para formar 
microdominios llamados balsas lipídicas o rafts que están particularmente enriqueci-
dos en las espinas dendríticas (Dotti et al., 2014). 
                                 4.1 Balsas lipídicas o rafts.
Los rafts lipídicos son dominios de membrana de pequeño tamaño (10-200nm) enri-
quecidos en colesterol y SLs, muy dinámicos y heterogéneos en su composición pro-
teica. Los SLs poseen cadenas largas de ácidos grasos saturados que se disponen 
de manera organizada en la membrana, proporcionando un estado ordenado de mí-
nima fluidez. Su compactación aumenta por la presencia de moléculas de colesterol 
que se empaquetan entre los SLs (Simons & Ikonen, 1997). Debido a su composición 
lipídica los rafts son resistentes a la extracción por detergentes no iónicos a bajas 
temperaturas (Simons & Toomre, 2000) y por ello también son conocidos como DRM 
(Detergent Resistent Membranes). Las proteínas asociadas a estos microdominios 
son de diferente naturaleza e incluyen: (1) proteínas ancladas a glicosil fosfatidil ino-
sitol (GPI) intercaladas en la mitad exoplásmica de la bicapa lipídica de la membrana 
(Hooper, 1999); (2) proteínas unidas covalentemente a grupos mirístico y palmítico 
que se unen por la cara citosólica de la bicapa lipídica (Liang et al., 2003); (3) proteí-
nas con dominios transmembrana hidrofóbicos, susceptibles de atravesar de un lado 
a otro la membrana (Scheiffele et al., 1997); (4) Tirosina quinasas aciladas de la fami-
lia Src y (5) proteínas directamente asociadas a colesterol como caveolina (Simons & 
Ikonen, 1997; Simons & Toomre, 2000) (Figura I6).
Numerosos estudios demuestran la importancia de los rafts en  el tráfico de membra-
na (Parton & Richards, 2003) regulando procesos de endocitosis y exocitosis (Nichols 
& Lippincott-Schwartz, 2001; Salaün et al., 2005). Son también necesarios para la se-
gregación de territorios de la MP en células polarizadas como es el caso del estable-
cimiento y mantenimiento de la polaridad axonal en neuronas (Ledesma et al., 1998).
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Figura I6: Diferentes estados de los rafts lipídicos: En un estado de “reposo” los rafts son agrupa-
ciones dinámicas nanoscópicas de lípidos y proteínas que son metaestables, es decir, persisten du-
rante cierto tiempo (esquema superior). La relación entre las caras exoplásmica (constituida por SLs y 
colesterol, (en color rosa)) y endoplásmica (en color morado) de la bicapa lipidica no se conoce en pro-
fundidad. La mayoría de proteínas asociadas a rafts se encuentran ancladas mediante GPI a la cara 
exoplásmica (1), doblemente aciladas en la cara citoplásmica de la bicapa (2) o bien pueden contener 
cadenas de ácidos grasos en su dominio transmembrana (3). Otro grupo de proteínas asociadas son 
aquellas que sufren cambios conformacionales al contactar con los rafts lipídicos (4) o aquellas que se 
unen a ellos mediante GSLs (5). Las proteínas asociadas a rafts pueden oligomerizarse por diferentes 
ligandos (6) o por proteínas citoplásmicas estructurales (7), lo que genera que el microdominio lipídico 
vaya fusionándose hacia una estructura más estable, que funciona como plataforma de señalización. 
Los rafts de mayor tamaño surgen al fosforilarse ciertas proteínas, lo que incrementa la interacción en-
tre ellas, produciendo el ensamblaje hacia dominios de escala de cientos de nanómetros (8) (Imagen 
adaptada de Simons & Sampaio, 2011).
Gracias a su capacidad de compartimentalización de la membrana, los rafts partici-
pan en la señalización celular al promover o no la formación de complejos proteicos 
en respuesta a estímulo (Simons & Toomre, 2000). Además, interactúan con el citoes-
queleto de actina subyacente (Caroni, 2001; Itoh et al., 2001) participando en proce-
sos de motilidad y protrusión de la membrana como microvellosidades y lamelipodios 
(Gomez-Moutón et al., 2001).
En las sinapsis y espinas dendríticas los rafts actúan como elementos organizadores 
y de ensamblaje de moléculas como los receptores de neurotransmisores o proteínas 
de la PSD, regulando la neurotransmisión y siendo imprescindibles para la eficacia si-
náptica (Hering et al., 2003; Korade & Kenworthy, 2008). A la membrana postsináptica 
se ancla un complejo de señalización multiproteico con componentes que presentan 
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modificaciones típicas de proteínas asociadas a rafts, como son la proteína de la 
densidad postsináptica PSD95 y la proteína que interacciona con receptores de 
Glutamato (GluR-interacting protein) GRIP (Topinka & Bredt, 1998; Yamakazi et al., 
2001). Este complejo se conecta con el citoesqueleto de actina contribuyendo a su 
reorganización que confiere dinamismo a las espinas dendríticas. La comunicación 
rafts-actina es bidireccional, de manera que la red de filamentos de actina controla 
la difusión lateral de proteínas transmembrana en estas regiones anclándolas a la 
bicapa lipídica, lo que es importante para su estabilización y señalización (Renner et 
al., 2009; Kusumi et al., 2005). Este es el caso de Homer, una proteína de andamiaje 
de la densidad postsináptica (Kuriu et al., 2006). La presencia de actina, α-actinina 
(Pavalko et al., 1991), RhoGTPasa (Rac1 y RhoA) y otras proteínas implicadas en 
la remodelación de actina en rafts refuerza esta comunicación (Gingras et al., 1998; 
Kawamura et al., 2003; Suzuki et al., 2011).
Los rafts regulan el tráfico vesicular de receptores de neurotransmisores basado en 
actina (Carroll et al., 2001; Li et al., 2003; Sheng & Lee, 2001) así como su difusión 
lateral en el plano de la MP (Choquet & Triller, 2003; Groc et al., 2006; Heine et al., 
2008). La eliminación tanto de colesterol como de SLs desestabiliza el reclutamiento 
de los receptores AMPA en neuronas hipocampales (Hering et al., 2003) y previene 
el flujo de Ca2+ dependiente de NMDA en neuronas piramidales (Frank et al., 2004) 
inhibiendo la LTP en el hipocampo (Frank et al., 2008).
La membrana de las espinas dendríticas se ha descrito como un territorio rico en 
rafts. No en vano, la disminución de los niveles de sus lípidos constituyentes, SLs o 
colesterol en neuronas conlleva la pérdida de espinas (Hering et al., 2003). 
Uno de los objetivos de esta tesis doctoral ha sido comprender el papel de los SL, en 
particular la SM, en la fisiología y patología de las espinas dendríticas.
5. ESFINGOMIELINA, ESFINGOMIELINASAS Y ENFERMEDAD DE 
NIEMANN PICK TIPO-A.
La SM es el SL complejo más abundante en células nerviosas. Se sintetiza en el 
Golgi y en la membrana plasmática en cuya cara exoplásmica está particularmente 
enriquecida. Su movimiento en la membrana se ve restringido por sus características 
fisico-químicas, de manera que requiere de flipasas para su desplazamiento de una 
cara a otra de la bicapa lipídica (Gault et al., 2010). La SM influye en el metabolismo 
del colesterol, regulando el índice de disociación de éste a la membrana plasmática 
(Barenholz et al., 1980) y modulando por tanto su fluidez. Sus niveles en neuronas 
regulan la sensibilidad al Ca2+, la cinética de fusión tardía (Rogasevskaia & Coorssen, 
2006), la excitabilidad neuronal en hipocampo (Norman et al., 2010) así como la efec-
tividad de la transmisión sináptica (Camoletto et al., 2009). 
Los mecanismos mediante los cuáles la SM ejerce sus efectos son campos de es-
tudio bastante inexplorados, pero se sabe que su catabolismo es esencial para la 
homeostasis de la MP y sináptica.
58
                         5.1 La esfingomielinasa neutral 2 (NSM2) 
La NSM2 es la principal responsable del catabolismo de SM en la MP y está enrique-
cida en cerebro (Wu et al., 2010; Stoffel, 1999; Marchesini et al., 2004; Sawai et al., 
1999). Codificada por el gen SPMD3 (Hofmann et al., 2000), la NSM2 es una proteína 
de 71KDa que pertenece a la subfamilia de DNaseI (Clarke et al., 2006). Consta de 
dos motivos transmembrana en el N-terminal. El sitio catalítico está en el C-terminal 
en una región altamente palmitoilada. 
Aunque la principal localización celular de la NSM2 es la MP también se ha descrito 
en el aparato de Golgi y en compartimentos de reciclaje de membrana (Tani & Han-
nun, 2007; Hofmann et al., 2000; Stoffel et al., 2005; Milhas et al., 2010). Su actividad 
óptima se da a pH 7.4 y es dependiente de cationes Mg2+ (Rao & Spence, 1976). Su 
deficiencia o inhibición causa enfermedades no neurológicas como la Osteogénesis 
imperfecta (Aubin et al., 2005) y la Condrodisplasia (Stoffel et al., 2005), y tiene efec-
tos negativos sobre la memoria espacial y la estructura sináptica en ratones (Tabata-
dze et al., 2010).
Ya que esta enzima regula la principal vía de producción de Cer y otros metabolitos 
activos en señalización como respuesta al estrés celular inducido por distintos facto-
res como las citoquinas, estrés oxidativo, péptido β-amiloide o la óxido nítrico sintasa 
(NOS) (Okamoto et al., 2002; De Palma et al., 2006; Zeng et al., 2005), la NSM2 está 
implicada en procesos de crecimiento celular, apoptosis, inflamación y diferenciación 
(Marchesini et al., 2004; Clarke et al., , 2007; Devillard et al., 2010).
Se ha descrito como molécula clave para la polarización y correcta distribución de 
numerosas moléculas cuya función depende del anclaje a la membrana como las 
RhoGTPasas Rac1 y RhoA (Sitrin et al., 2011). Recientemente la NSM se ha descrito 
como reguladora del tamaño de espinas dendríticas a través de la modulación de los 
niveles de SM en la membrana sináptica en animales deficientes en WIP (Wiskott-
Aldrich syndrome protein (WASP)-interacting protein) donde NSM se encuentra activa 
constitutivamente (Franco-Villanueva et al., 2014).
En la membrana postsináptica la NSM se localiza en rafts lipídicos (Veldman et al., 
2001) donde puede ser activada por el factor de necrosis tumoral TNFα , a través 
del receptor de este último y proteínas asociadas a él como FAN y RACK1 (Clarke & 
Hannun, 2006; Tcherkaskowa et al., 2002), lo que induce el reclutamiento y activación 
de receptores NMDA facilitando el incremento de corrientes excitatorias dependientes 
de Ca2+ (Wheeler et al., 2009). Además la acción conjunta de NSM2 junto con DAG, 
regula procesos de fusión de membrana que afectan al tráfico de neurotrasmisores 
en la sinapsis (Jeon et al., 2005).
Su actividad puede ser regulada por fosfolípidos aniónicos (Marchesini et al., 2003), 
mediante fosforilación por la proteina quinasa C δ (PKCδ) (Clarke et al., 2007, 2008) 
y mediante defosforilación por la fosfatasa Calcineurina (CaN) (Filosto et al., 2010).
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                          5.2 La esfingomielinasa ácida (ASM).
La ASM o esfingomielina fosfodiesterasa es otra de las enzimas catabólicas de la SM, 
que hidroliza el enlace de fosforilcolina y genera Cer y fosfocolina (PCho) (Schuchman, 
2010; Stoffel, 1999). Esta glicoproteína funciona a un pH óptimo de 4.5-5, lo que la 
clasificó como una proteína lisosomal y endosomal (Fowler, 1969). Es codificada por 
el gen SPMD1 en la región cromosomal 11p 15.4 (Simonaro et al., 2006) y se expresa 
como una pre-proteína de 75KDa que presenta sitios de N-glicosilación, ocupados 
por manosa-6-fosfato, característico de enzimas con destino lisosomal, que además 
preservan a la enzima de su degradación en dicha localización subcelular (Schissel 
et al., 1998; Ferlinz et al., 1997). El mismo gen codifica para una esfingomielinasa 
de 52 KDa, cuya actividad depende de cationes Zn2+ y que es secretada al espacio 
extracelular, donde accede a la SM en lipoproteínas de baja densidad (low density 
lipoproteins, LDLs) a pH fisiológico (Ferlinz et al., 1994; Schissel et al., 1996; Spence 
et al., 1989).
Aunque la ASM se considera una enzima lisosomal, diferentes estudios muestran que 
frente a estímulos estresantes, puede traslocarse a la cara exoplásmica de la MP, 
donde desempeña una función importante al generar lípidos bioactivos en señalización 
implicados en la muerte o supervivencia celular (Smith & Schuchman, 2008; Gulbins 
et al., 2003). La SNARE Sintaxyn 4 media por exocitosis la translocación a la MP de 
la ASM donde esta enzima inhibe la proliferación celular al generar Cer (Perrotta et 
al., 2010). Por otro lado, la exposición a radiación ultravioleta aumenta la fosforilación 
de la ASM por la proteína quinasa C δ (PKCδ) lo que la dirige a la MP y facilita su 
funcionamiento a ph fisiológico (Zeidan & Hannun, 2007; Zeidan et al., 2008).
La relevancia y posible localización de la ASM en la sinapsis son campos muy poco 
explorados pero los graves defectos cognitivos que provoca su carencia, que se 
explican a continuación, sugieren un importante papel. 
                   5.3 Enfermedad de Niemann Pick tipo A (NPA)
Mutaciones que en su mayoría afectan a la región codificante del exon 2 del gen 
SPMD1 y producen la pérdida de función de la ASM (actividad menor del 1% de la 
normal) causan la NPA. Cuando las mutaciones conservan parcialmente la actividad 
de la enzima (más de un 5% de la normal) dan lugar al tipo B de esta enferme-
dad (NPB) (Levran et al., 1991; Brady et al., 1966). Ambos tipos son considerados 
como enfermedades metabólicas lisosomales y cursan con anomalías en distintos 
órganos dando lugar a hepatoesplenomegalia, insuficiencia pulmonar y alteraciones 
cardiovaculares (Schuchman, 2007). Sin embargo, mientras que el tipo B no tiene 
implicaciones neurológicas y los pacientes sobreviven hasta la vida adulta, el tipo A 
está caracterizado por una rápida neurodegeneración que produce un severo retraso 
mental y la muerte temprana en la infancia sin posibilidad de tratamiento (Brady et al., 
1966). 
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Se han generado ratones carentes de ASM (ASM-/-) que presentan un fenotipo si-
milar al de la NPA humana. Los ratones ASM-/- son normales al nacer pero el rápido 
avance de la enfermedad les provoca alteraciones motoras a partir de los 2 meses de 
edad que terminan en ataxia y la muerte temprana en torno a los 8 meses (Horinouchi 
et al., 1995; Otterbach & Stoffel, 1995) (Figura I7).
Figura I7: Fenotipo de los ratones ASM-/-: Cabe destacar la reducción en tamaño de los anima-
les deficientes en ASM-/-, así como su apariencia encorvada en comparación con un animal silvestre 
(ASM+/+) (situado en la parte inferior de la imagen) a los 4 meses de edad. (Imagen adaptada de 
Horinouchi et al., 1995)
Estos ratones han permitido ensayar posibles terapias para NPA. Entre ellas se probó 
el reemplazo de la ASM defectuosa mediante la inyección intravenosa o intracraneal 
de la enzima recombinante o mediante terapia génica con vectores virales. Se obtu-
vieron mejoras en las alteraciones sistémicas de la enfermedad y cierta recuperación 
de las anomalías neuronales como el retraso de la neurodegeneración en cerebelo 
pero que no perduró en el tiempo (Miranda et al., 2000; Dodge et al., 2005; Passini 
et al., 2005). Otros estudios han empleado células modificadas genéticamente como 
células madre mesenquimales codificando la enzima (Jin et al., 2002) ó células neu-
rales progenitoras (NPCs) (Shihabuddin et al., 2004), pero los resultados tampoco 
han sido satisfactorios para tratar el impacto en el cerebro.
Los ratones ASM-/- han permitido también comenzar a entender la patología de la 
NPA. El análisis lipídico de extractos cerebrales de estos ratones reveló un incremen-
to de 6 veces en los niveles de SM en comparación con ratones silvestres (ASM+/+) 
mientras que los niveles de otros lípidos como el colesterol o fosfolípidos no estaban 
significativamente alterados (Galvan et al., 2008; Scandroglio et al., 2008). El análisis 
detallado de la compartimentalización subcelular del acúmlo de SM, constató que 
éste no se produce en las membranas del Golgi y que afecta de manera similar a las 
membranas lisosomales y a la MP (Galvan et al., 2008). 
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El aislamiento de sinaptosomas derivados de ratones ASM-/- y ASM+/+, permitió con-
cluir que el incremento de SM y de su derivado Esfingosina (Se) también se da en la 
membrana sináptica (Camoletto et al., 2009).
La deficiencia de ASM tiene consecuencias en distintos tipos celulares del cerebro. 
Por un lado produce alteraciones en la glía, bloqueando la liberación de citoquinas 
como IL-1β por parte de los astrocitos (Chiulli et al., 2007; Bianco et al., 2009) ade-
más de causar una hipomielinización de los oligodendrocitos maduros (Buccinna et 
al., 2009).
En el caso del cerebelo, se da una acusada degeneración de las neuronas de Purkin-
je de la capa granular, con un patrón temporal y espacial determinado (Macauley et 
al., 2008; Sarna et al., 2001). Debido a ello, los ratones ASM-/- muestran alteraciones 
motoras a una edad temprana que deriva en falta de respuesta a estímulos y ataxia 
(Macauley et al., 2008).
Desde el punto de vista molecular el incremento de SM en la MP altera la composición 
de los DRMs en neuronas ASM-/- . Esto dificulta la endocitosis de moléculas como el 
gangliósido GM1 y proteínas ancladas a GPI como la proteína Prion debido la falta de 
unión a membrana y consecuente activación de la GTPasa RhoA (Galvan et al., 2008). 
Como resultado estas moléculas se deslocalizan en las dendritas en lugar de estar 
enriquecidas en el axón como sucede en una situación ASM+/+ (Galvan et al., 2008). 
La acumulación de SM en la membrana sináptica y de su derivado esfingosina (Se),  dis-
minuye el reclutamiento de vesículas de neurotransmisores en la terminal presináptica 
por un mecanismo que altera la interacción del factor citosólico Munc 18 y la sintaxina 1 
(Toonen & Verhage, 2007; Camoletto et al., 2009) afectando a la plasticidad presináptica.
Considerando las alteraciones en aprendizaje y memoria con las que cursa la NPA, 
se comenzó a explorar en nuestro laboratorio el efecto que el metabolismo alterado 
de SM tiene en el compartimento postsináptico en ratones ASM-/-. El análisis DiO-
lístico, utilizando marcaje con Dil (1’-dioctadecyl-3,3,3’3’-tetramethylindocarbocyanine 
perchlorate) (Staffend & Meisel, 2011) y microscopía confocal reveló una reducción 
en el número de espinas dendríticas en el cortex de los ratones ASM-/- comparado 
con ratones ASM+/+. El mismo análisis en el hipocampo reveló una tendencia pareci-
da pero sin llegar a ser significativa (Figura I8).
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Figura I8: Los ratones ASM-/- tienen un menor número de espinas dendríticas en la capa S1 de 
la corteza. Arriba, fotografías de microscopía confocal de segmentos dendríticos marcados con Dil 
pertenecientes a neuronas de la corteza S1/L1 de cerebros ASM+/+ y ASM-/- (n=4, Barra de escala= 5 
μm). Las gráficas representan la densidad de espinas por μm dendrítico en la corteza S1/L1 (p=0,01) o 
en la región CA1 del hipocampo donde las diferencias en el número de espinas no fueron significativas 
(n=4).
Estos resultados son el punto de partida de esta tesis que se ha centrado en caracte-
rizar el mecanismo molecular que explica las anomalías en las espinas dendríticas y, 
contando con esta información, en tratar de revertirlas in vitro e in vivo. 
CORTEX (CTX-S1-L1)
ASM+/+
ASM-/-
ASM-/-     ASM+/+
0 
0,4 
0,8 
1,2 
1,6 
**
CORTEX (CTX-S1-L1)
E
sp
in
as
 (n
úm
er
o/
mm
)
0 
0,5 
1 
1,5 
2 
ASM+/+      ASM-/-
HIPOCAMPO (CA1)
E
sp
in
as
 (n
úm
er
o/
mm
)
63

                                              OBJETIVOS

OBJETIVOS
Postulamos que el acúmulo aberrante de SM en la membrana postsináptica altera 
la polimerización de actina en las espinas dendríticas de ratones ASM-/- lo que lleva 
a cambios en el tamaño y número de estas estructuras que podrían contribuir a las 
deficiencias cognitivas de estos ratones modelo para la NPA. 
Para comprobar esta hipótesis, planteamos los siguientes objetivos:
1. Caracterizar el fenotipo de las espinas dendríticas (número, tamaño y contenido 
de actina polimerizada) en distintas regiones del cerebro y en neuronas en cultivo de 
ratones ASM-/-.
2. Determinar las alteraciones lipídicas de la membrana postsináptica de ratones 
ASM-/-
 
3. Caracterizar el mecanismo molecular subyacente a las alteraciones en las espinas 
dendríticas de ratones ASM-/-
4. Ensayar estrategias in vitro e in vivo para evitar las anomalías en las espinas den-
dríticas en ratones ASM-/-.
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                                  ANTICUERPOS Y MARCADORES
Los anticuerpos primarios, secundarios y otros marcadores empleados para la detec-
ción de proteínas, lípidos o DNA se describen en las siguientes tablas con indicación 
de las técnicas utilizadas: Western blot (WB), Inmunocitoquímica (IC) o inmunohisto-
química (IH).
Tabla M1: Anticuerpos primarios. (PM, peso molecular de la proteína reconocida por el anticuerpo)
Tabla M2: Anticuerpos secundarios.
Tabla M3: Reconocimiento de otros marcadores.
ANTICUERPO 
SECUNDARIO
CLASE DILUCIÓN PROCEDENCIA REFERENCIA
Anti-Conejo-HRP Policlonal Cabra WB 1/2000 Dakocytomation                   D0487
Anti-Ratón HRP Policlonal Conejo WB 1/2000 Dakocytomation                   P0161
Anti-Ratón 
Alexa647
Policlonal Burro IC 1/500 Invitrogen                A-31571
Anti-Pollo    
Alexa555
Policlonal Cabra IC 1/500 Invitrogen                A-21437
Anti-Conejo 
Alexa488
Policlonal Burro IC 1/500 Invitrogen                A-21206
Anti-suero Policlonal Conejo IC 1/1000 Peptanova                  4802-v
OTROS 
MARCADORES
REACTIVO DILUCIÓN PROCEDENCIA REFERENCIA
Actina 
polimerizada
Faloidina        
Alexa 488
IC 1/100 Invitrogen                A-12379
DNA DAPI 
Dihydrochloride
IH 1μg/ml Calbiochem 268298
SM Lisenina IC 0,1μg/ml Peptanova                 4802-v
ANTíGENO ANTICUERPO 
PRIMARIO 
CLASE PM (KDa) DILUCIÓN PROCEDENCIA REFERENCIA
alpha-tubulina alpha-tubulina 
(clon TU-01)
Monoclonal ratón 55 WB 1/20000 Abcam                 ab7750
Cdc42 Cdc42 (clon 44) IgG1 de ratón 22 WB 1/1000 BD Bioscience 610929
Calbindina Calbindina D28K Policlonal conejo 28 IH 1/500 Merck Millipore                   pc253I
Flotilina-1 Flotilina-1 
(clon18)
Monoclonal ratón 48 WB 1/1000 BD Bioscience 610821
mGluR1-α mGluR1-α IgG de conejo 130 WB 1/1000 Calbiochem 445870
mGluR5 mGluR5 IgG de conejo 132 WB 1/500 Chemicon                AB5675
N-SMasa-2 N-SMasa-2 (clon 
G-6)
IgG2a de ratón 71 WB 1/1000 Santa Cruz 
Biotechnology
           sc-166637
Profilina IIa Profilina IIa Policlonal conejo 15 WB 1/2000 Santa Cruz 
Biotechnology
           sc-100955
PSD95 PSD95 (clon 
K28-43)
Monoclonal ratón 95 WB 1/2000 Neuronmab 75-028
IC 1/500
Rac1 Rac1 (clon 102) IgG2b de ratón 21 WB 1/1000 BD BIoscience 610652
RhoA RhoA (clon 67B9) IgG de conejo 23 WB 1/2000 Cell Signalling #2117
ROCKII ROCKII (clon 21) IgG1 de ratón 180 WB 1/1000 BD Bioscience 610623
Sinaptofisina Sinaptofisina 
(clon 38)
IgG1 de ratón 37 WB 1/1000 Abcam ab 8049
MAP2 MAP2 (clonAA6) IgG2a de ratón 70 IC 1/1000 Covance MMS-485R
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                                                      1. RATONES
                              1.1 Descripción y mantenimiento
 
Los ratones deficientes en ASM, de fondo genético C57/BL6, fueron generados por 
recombinación homóloga mediante un vector de reemplazamiento por el que el exon 
2 del gen murino de la ASM queda interrumpido por el gen de resistencia a neomicina 
(Horinouchi et al., 1995). Para el establecimiento de una colonia de cría se utilizó una 
pareja de heterozigotos para ASM cedidos amablemente por E.H. Schuchman (Mou-
nt Sinai School of Medicine, New York). En los experimentos se compararon ratones 
ASM+/+ y ASM-/- de la misma edad y sexo según se indica en cada caso. 
La colonia se mantuvo en condiciones libres de patógenos específicos en el animala-
rio del Centro de Biología Molecular “Severo Ochoa”, Madrid (España).
Todos los procedimientos que implicaron el uso de animales se realizaron de acuerdo 
con las directrices y protocolos establecidos por la Unión Europea (86/609/EEC), revi-
sados y aprobados por el comité institucional de bienestar animal.
                                          1.2 Genotipado
El genotipado se realizó mediante técnicas de reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) empleando los siguientes oligonucleótidos (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, 
EEUU).
PS: 5´-AGCCGTGTCCTCTTCCTTAC-3´ 
PA1: 5´-CGAGACTGTTGCCAGACATC-3´
PA2: 5´-GGCTACCCGTGATATTGCTG-3´
En un ratón ASM+/+ se amplifica una secuencia de 269 pares de bases correspon-
dientes al gen endógeno de ASM, mientras que en un ratón ASM-/- el producto de la 
amplificación es de 523 pares de bases correspondiente a la combinación de la pare-
ja de oligonucleótidos PS y PA2 (Figura M1).
Figura M1 : Estructura del gen endó-
geno de la  ASM y estructura del alelo 
tras la recombinación homóloga. a. Los 
exones se muestran con cajas blancas, PS 
y PA1 son los oligonucleótidos empleados 
para detectar el gen endógeno. b. Vector 
de reemplazamiento empleado para la in-
terrupción del alelo. c. Gen ASM interrum-
pido. El oligonucleótido PA2, específico 
de neo (gen de resistencia a neomicina) 
detecta el alelo diana (Imagen adaptada de 
Horinouchi et al., 1995)
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El ADN genómico se obtuvo a partir de un fragmento de cola de ratón empleando el 
método estándar de precipitación con isopropanol (Laird et al., 1991). La reacción 
de PCR se realizó bajo las siguientes condiciones: cada reacción de amplificación 
(100μl finales) contiene 100pmol de cada oligonucleótido, 1 μg de DNA genómico, 1x 
PCR Buffer (Promega), 1,5 mM MgCl2, 5 U de Taq polimerasa (Promega) y 200μM de 
dNTPs. Se usó un programa de 30 ciclos, cada uno de ellos consistente en 1 minuto 
de desnaturalización a 93ºC, 1 minuto de anillamiento a 58ºC y 1 minuto de extensión 
a 72ºC.
                        2. CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS
 
                            2.1  Neuronas Hipocampales
Los cultivos de neuronas primarias disociadas se prepararon siguiendo el protocolo 
descrito en Dotti et al., (1988) y en Kaech & Banker, (2006). El protocolo se rea-
lizó bajo condiciones de esterilidad, trabajando en una campana de flujo laminar. 
Se diseccionó el cerebro y se extrajo el hipocampo de embriones de ratón E18 (del 
genotipo ASM+/+ y ASM-/-) en medio HBSS (Hanks Buffer Salt Solution Ca2+ and 
Mg2+ free, GIBCO Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU). El hipocampo se disgregó 
enzimáticamente con tripsina 0,25% (GIBCO Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU) 
en HBBS y DNase a 1mg/ml, durante 15 minutos a 37 ºC. A continuación se diso-
ció mecánicamente el tejido con ayuda de una pipeta Pasteur y las células se res-
uspendieron en 1 ml de HBSS y se contaron en una cámara de contaje Neubauer. 
Las neuronas se plaquearon a una densidad de 6000 células/cm2 en placas P-60 
conteniendo 6 cubreobjetos de 15mm de diámetro en medio de plaqueo compuesto 
por MEM (Minimun Essential Media, GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU) 
conteniendo D-Glucosa al 20% y suero de caballo (Horse Serum heat inactivated, 
Invitrogen, New Zealand). Esta densidad neuronal asegura el correcto desarrollo y 
crecimiento del cultivo así como la posterior visualización en microscopía. Los cubre-
objetos habían sido previamente esterilizados a 235 ºC y tratados con Polilisina (1mg/
ml en Tampón Borato durante 24 horas a 37ºC y 5% CO2), tras lo cual se lavaron y se 
aplicaron gotas equidistantes de parafina. Una vez adheridas las neuronas al sustrato 
después de tres horas tras el plaqueo, se voltearon los cubreobjetos con la parafina 
hacia abajo en placas conteniendo astrocitos procedentes de la corteza de embriones 
ASM+/+ o ASM-/- respectivamente. En estas condiciones de co-cultivo el medio em-
pleado es NB27, es decir, Neurobasal, suplementado con B27 y Glutamax (GIBCO, 
Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU) y las neuronas no están en contacto directo 
con la monocapa glial pero comparten un medio en el que se permite la difusión de 
factores solubles. Se realizaron cambios parciales de medio cada 3 días y a partir del 
octavo DIV (día in vitro) se eliminó el suplemento de Glutamax para evitar la posible 
exicitotoxicidad en el cultivo.
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                                   2.2 Astrocitos Corticales
Para que el cultivo neuronal crezca y sobreviva más allá de una semana in vitro, ha 
de ser co-cultivado con astrocitos. Por ello, se prepararon cultivos de este tipo glial 
como se describe en Kaech & Banker, 2006. Se diseccionó la corteza cerebral de 
crías ASM+/+ o ASM-/- de hasta 5 días postnatales (P0-P5) en HBSS y se digirió con 
Tripsina al 2,5% y DNAsa 1mg/ml durante 15 minutos a 37ºC. A continuación se dis-
gregó el tejido mecánicamente con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio en medio 
MEM suplementado con 0,6% D-glucosa, 10% suero de caballo y Penicilina-Estrep-
tomicina 1:1000. La suspensión celular se pasó por un filtro de Nylon (Nitex Screen, 
Becton, Dickinson, New Jersey, EEUU) y se centrifugó a 120 g durante 7 minutos. El 
precipitado celular se resuspendió en medio glial, y tras su recuento, se plaquearon 
7,5 x 106 células en Flasks de 75 cm2 . Se realizaron cambios de medio cada 3 días, 
agitando ligeramente los recipientes para evitar la adhesión de la microglía, hasta 
que el cultivo alcanzó confluencia. Tras ello se despegaron las células con Tripsina-
EDTA y se plaquearon en P-60 tratadas con polilisina a 105 células por placa. Se 
dejaron crecer en estas condiciones durante 2 semanas aproximadamente cuando la 
monocapa de astrocitos alcanza el 70% de confluencia. Dos días antes del co-cultivo, 
se sustituye el medio glial por NB27 para que se equilibre antes del contacto con las 
neuronas hipocampales.
                                       3. MICROSCOPÍA
                      3.1 Microscopía electrónica de transmisión
Se anestesió a los ratones mediante inyección intraperitoneal de pentobarbital (0,04 
mg/kg) (Dolethal; Vetoquinol SA, Francia) tras lo que se perfundieron transcardial-
mente con 50ml de tampón fosfato salino (PBS) (NaCl 137mM, KCl 2,7mM, Na2HPO4 
10mM, KH2PO4 2mM; pH7,4) seguidos por 50ml de 4% paraformaldehído (PFA) a 
pH 7,4 y 2% glutaraldehído preparados en PBS. Los cerebros se post-fijaron en la 
misma solución durante toda la noche y al día siguiente se cortaron con vibratomo 
en rodajas coronales de 200 μm de grosor. Las rodajas se trataron con tetróxido de 
osmio al 1% (en tampón cacodylato 0.1M), se rehidrataron en EtOH y se embebie-
ron en Epon-Araldite. Se tiñeron secciones ultrafinas seriadas del CA1 de hipocampo 
y de la capa molecular de cerebelo con acetato de uranilo y citrato de plomo y se 
examinaron en microscopio electrónico de transmisión (JEM1010, Jeol, Japón). Las 
sinapsis se seleccionaron al azar en la zona del stratum radiatum de hipocampo y en 
la capa molecular cerebelosa y se fotografiaron a una magnificación de x10.000 con 
una cámara CMOS 4k TemCam-F416 (TVIPS, Gauting). La longitud de las densida-
des postsinápticas se midió con el software Image JA 1.45b en 100 sinapsis por ratón 
en tres ratones diferentes por genotipo y grupo de tratamiento.
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                                   3.2 Microscopía de fluorescencia
                                3.2.1. Marcaje con Lisenina
La detección de SM en la membrana neuronal se llevó a cabo mediante el marcaje 
con Lisenina, una toxina procedente de la lombriz Eisenia foetida, que es capaz de 
unir específicamente SM sin reaccionar con otros esfingolípidos (Yamaji et al., 1998). 
El ensayo se realizó sobre los cubreobjetos donde se cultivaron las neuronas hasta 
los 15 DIV. Se fijaron las células con PFA-SEM (PFA 4%, sacarosa 0,12M, EGTA 
3mM y MgCl2 2mM en tampón fosfato) durante 10 minutos. Para evitar la posible 
auto-fluorescencia en las muestras, se incubaron durante 20 minutos con Cloruro de 
amonio, NH4Cl 50mM, y tras ello se bloquearon con 2% albúmina de suero bovino 
(BSA) y 5% suero de ternera fetal (FBS) en PBS durante 30 minutos. La incubación 
con Lisenina (Peptanova, Sandhausen, Alemania) se realizó durante una noche en-
tera a una dilución de 0,2 mg/ml a 4ºC. Tras tres lavados con PBS, se incubaron las 
células una hora a temperatura ambiente con un anticuerpo policlonal anti-Lisenina 
(Peptanova, Sandhausen, Alemania) y por último con un anticuerpo secundario bu-
rro anti conejo conjugado con el fluoróforo Alexa 488, bajo las mismas condiciones. 
Posteriormente las muestras se montaron sobre portaobjetos empleando ProLong 
Gold (Thermo Fisher Scientific) y se visualizaron en un microscopio de fluorescencia 
Anxiovert 200 de Zeiss. Cuantificamos la intensidad de fluorescencia en los ejes den-
dríticos empleando el software Image J y la intensidad media obtenida se refirió a la 
unidad de área.
                       3.2.2. Análisis de proteínas y F-actina
Para estudiar la localización de la proteínas de interés por inmunofluorescencia en 
neuronas en cultivo, se fijaron las células mantenidas a baja densidad con PFA 4% 
pH 7.4, preparado en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de 
lavar tres veces con PBS, se trataron las células con NH4Cl 50mM durante 20 minutos 
para reducir la autofluorescencia. Tras ello se permeabilizó la MP con 0,15% Triton 
X-100 preparado en PBS durante una hora a temperatura ambiente y se bloquearon 
las muestras con 2% BSA, 5% FBS, 0,15% Triton X-100 en PBS durante 30 minutos. 
Se incubaron con anticuerpos primarios diluidos en solución de bloqueo durante 2 
horas a temperatura ambiente, se lavaron y se incubaron con los correspondientes 
anticuerpos secundarios Alexa Fluor-647 (emisión en rojo lejano y posterior conver-
sión digital a azul), Alexa Fluor-555 (emisión en rojo). Para marcar la actina polime-
rizada se empleó Faloidina acoplada a tetrametilrodamina (TRICT) a una dilución de 
1:100 (Sigma-Aldritch). Para finalizar las muestras se lavaron 3 veces con solución 
de bloqueo, dos con PBS y una última vez con agua MilliQ. Se dejaron secar los 
cubreobjetos durante unos minutos y se montaron con ProLong Gold (Thermo Fisher 
Scientific). 
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En todos los casos se incluyeron controles negativos en paralelo al marcaje de 
interés, realizando el protocolo aquí descrito pero sin incubar con anticuerpos se-
cundarios. Para la visualización de las preparaciones se empleó un microscopio de 
fluorescencia Anxiovert 200 de Zeiss. La fluorescencia asociada a Faloidina se midió 
en espinas dendríticas identificadas como protrusiones positivas para el marcaje de 
PSD95 que salen del eje dendrítco identificado con anticuerpos anti MAP2. Se deter-
minó la intensidad de pixel mediante el programa Image J y se calculó la intensidad 
media por unidad de área
                            3.2.3. Análisis de la muerte neuronal
Los ratones se sacrificaron por dislocación cervical y se diseccionó el encéfalo. Uno 
de los hemisferios se procesó para inmunofluorescencia de tejido en cerebelo, para 
lo cual se fijó en PFA 4% durante 24 horas a 4ºC y se transfirió a una solución crio-
protectora de sacarosa al 30% en PBS durante dos noches. Tras lavados en PBS las 
muestras se incluyeron en bloques de Tissue Tek OCT (Sakura) para la posterior ob-
tención de secciones sagitales del tejido de 30 μm de grosor con un criostato (Leica). 
Las secciones se recogieron por flotación en una solución de Glicol (30% etilenglicol, 
26% glicerol y tampón fosfato 0,1M ph7). Posteriormente se separó el cerebelo del 
resto del corte y se lavó en tampón fosfato (PB), 1% BSA y Triton X-100 1% (solución 
de bloqueo). Se incubó con el anticuerpo primario anti-Calbindina, marcador especí-
fico de la neuronas de Purkinje, durante dos noches a 4ºC. Tras realizar 3 lavados de 
10 minutos cada uno con solución de bloqueo, las secciones se incubaron con el anti-
cuerpo secundario de burro Alexa-488 anti-conejo. Tras lavados con PB se incubaron 
con DAPI (1/5000) durante 10 minutos y se montaron en portaobjetos empleándose 
ProLong Gold (Invitrogen) como medio de montaje. Las muestras se analizaron en 
un microscopio de barrido láser confocal LSM 710 acoplado a un microscopio ver-
tical Axiolmager.M2 (Zeiss). El fluoróforo Alexa-488 se excitó con una línea láser de 
Argón 488 y su emisión se recogió a través de un filtro de emisión paso banda BP 
505-530. Las imágenes se obtuvieron como conjunto de planos focales ó z-stacks, 
con un objetivo de 63x, zoom de 3,2x y una distancia entre secciones ópticas de 0,14 
μm. Calculamos el número de células positivas para Calbindina por unidad de área 
empleando el programa Image JA 1.45b (Wayne Rasband, NIH, Meryland, EEUU).
                      4. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR
                           4.1 Extractos totales de cerebro
Los extractos de cerebro total se prepararon en tampón de lisis (Tris HCl 50mM ph 
8.0, NaCl 150mm, NP-40 1% y cóctail de inhibidores de proteasas (complete EDTA-
free Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania)). Se homogeneizó el tejido en 
vidrio-teflón con pulsos de 245 rpm y tras incubar en hielo durante 10 minutos, se dio 
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un pulso de centrífugación a baja velocidad recuperándose el sobrenadante para su 
posterior análisis.
                           4.2 Aislamiento de sinaptosomas
Todo el procedimiento se llevó a cabo a 4ºC. Los cerebros de ratones ASM+/+ y 
ASM-/- se diseccionaron eliminando el cerebelo, se lavaron con PBS1x y se transfi-
rieron a tubos conteniendo 12 ml de tampón HEPES 5mM pH 7.4, Sacarosa 0.32M, 
EDTA 1mM y BSA 1mg/ml. Se homogeneizaron con 10-15 pulsos de 245 rpm en 
vidrio-teflón y se centrifugaron a 3000 g durante 10 minutos. Se recuperó el sobrena-
dante (citoplasma y sinaptosomas) y se centrifugó a 14000 g durante 12 minutos. El 
precipitado resultante de esta centrifugación se resuspendió en tampón Krebs-Ringer 
(NaCl 140mM, KCl 5mM, Glucosa 5mM, EDTA 1mM, HEPES 10mM) y se mezcló con 
Percoll frío (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EEUU) en proporción 45% vol:vol. La 
mezcla se centrifugó durante 2 minutos a 17.500 g, tras lo cual la fracción sinapto-
somal se recuperó en un anillo blanquecino que flota en la parte superior del tubo de 
centrífuga. Esta fracción se lavó en 1ml de tampón Krebs-Ringer y se centrifugó 30 
segundos a 17.500 g. El sedimento obtenido corresponde a la fracción sinaptosomal 
cruda que se resuspendió en tampón Hepes modificado (NaCl 147mM, KCl 3mM, 
Glucosa 10mM, MgSO4 2mM, CaCl2 2mM, HEPES 20mM e inhibidores de proteasas) 
y que se considera funcionalmente activa, capaz de responder a estímulos y trata-
mientos, durante aproximadamente 4 horas. Por ello este tipo de preparaciones ha 
sido ampliamente empleada para el análisis in vitro de la función sináptica (Camoletto 
et al., 2009; Schubert et al., 2006). Los tratamientos llevados a cabo en las prepara-
ciones sinaptosomales se describen posteriormente.
               4.2.1 Aislamiento de la fracción postsináptica (PSD)
Ampliamos el protocolo anterior para la obtención de una fracción enriquecida en 
las membranas postsinápticas como describimos a continuación. La fracción sinap-
tosomal cruda obtenida como se indicó previamente se diluyó 10X con CaCl2 0,1mM 
frío y se mezcló con una solución a pH 6.0 compuesta por Tris HCl 40mM y Tritón 
X-100 2%, con la que se incubó en hielo durante 30 minutos con ligera agitación. La 
mezcla se centrifugó 30 minutos a 40000 g en un rotor SW41, obteniendo en el pre-
cipitado las uniones sinápticas y en el sobrenadante las proteínas extrasinápticas. El 
precipitado se lavó y resuspendió en la mitad de volumen que anteriormente con Tris 
HCl 20mM y Tritón X-100 1% a pH 8.0 usando un homogeneizador vidrio-teflón. Se 
incubó y centrifugó como en el paso anterior y se obtuvo un precipitado conteniendo 
las densidades postsinápticas que se resuspendieron en 15 μl de LB 1X para su 
posterior análisis por WB. El sobrenadante obtenido, conteniendo las proteínas pre-
sinápticas, se procesó como se indica en 5.1.2 para su concentración y análisis junto 
con las fracciones post-sinápticas mediante WB.
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           4.2.2 Obtención de fracciones de membrana y citosólicas
 
La separación de fracciones de membrana y citosólicas se obtuvo mediante la cen-
tifugación durante 2 horas a 100000 g a 4ºC de los extractos sinaptosomales em-
pleando un rotor TLA 100.1 y una ultracentrífuga TL100, ambos de Beckman Coulter. 
El sedimento y el sobrenadante de la centrifugación corresponden a membrana y 
citosol, respectivamente. 
                           4.2.3 Aislamiento de rafts lipídicos
Todo el procedimiento se realizó a 4ºC. Se emplearon 300 μg de proteína proceden-
tes de las fracciones sinaptosomales de ratones ASM+/+ y ASM-/- que se diluyeron 
en 1ml de tampón TNE (Tris 100mM, NaCl 2mM, EDTA 10mM pH 7.4) conteniendo 
Triton X-114 al 0,1% y un cóctel de inhibidores de proteasas (Complete EDTA-free 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). Tras su incubación durante 40 mi-
nutos en agitación orbital, las muestras se mezclaron con 2,25 ml de sacarosa al 
80% en tampón TNE para alcanzar una concentración final del 60% sacarosa. Las 
muestras se transfirieron a tubos 14x95mm Ultra-Clear (Beckman Coulter; EEUU) y 
en ellos generamos un gradiente discontinuo de sacarosa diluída en TNE añadiendo 
6 ml de solución al 35% y posteriormente 3ml de solución al 5%, todas ellas conte-
niendo inhibidores de proteasas. Se centrifugó durante 19 horas a 72.500 g usando 
un rotor SW-40 en una ulta-centrífuga Beckman Coulter Optima L-100 XP. Tras la 
centrifugación se recogieron 13 fracciones de 1ml comenzando por la superficie del 
tubo. Las primeras 8 fracciones fueron consideradas ligeras o “flotantes” y por tanto 
resistentes a la extracción con detergentes, correspondientes a los rafts lipídicos.
                              5. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS
                            5.1. Precipitación de proteínas 
Para minimizar el volumen de las muestras y hacer posible su análisis mediante Wes-
tern Blot (que se describe posteriormente) las concentramos mediante precipitación 
siguiendo los protocolos que se describen a continuación.
                        5.1.1 Ácido Tricloro Acético (TCA)-EtOH.
El ensayo se realizó a 4ºC. Las muestras procedentes de las preparaciones de rafts 
lipídicos se diluyeron a una concentración final del 20% TCA y se incubaron durante 
20 minutos. Tras la incubación, se centrifugaron a 17,500 g durante 30 minutos. Des-
cartamos los sobrenadantes y añadimos a los precipitados 1 ml de Etanol absoluto 
frío como lavado y se centrifugaron a la misma velocidad durante 20 minutos.
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Tras dos lavados más con Etanol, dejamos secar a temperatura ambiente el sedi-
mento resultante conteniendo las proteínas precipitadas.
                      5.1.2 Metanol-Cloroformo (MeOH-CHCl3). 
Empleamos este procedimiento para precipitar las proteínas de las fracciones citosó-
licas de extractos sinaptosomales. Este protocolo descrito en Wessel & Fugge (1984) 
permite la recuperación de proteínas a partir de una muestra diluída, además de pre-
sentar un paso de delipidación. Por cada 100 μl de muestra se añadieron 400 μl de 
MeOH 100% mezclando por agitación en vortex tras lo que se añadieron 100 μl de 
CHCl3. Después de mezclar de nuevo con vórtex, se añadieron 300 μl de agua mi-
liQ, se mezcló el contenido  por inversión del tubo y se centrifugó a 9000 g durante 
2 minutos a temperatura ambiente. Se descartó la fase acuosa superior, ya que las 
proteínas quedan en la interfase, a la que se añadieron 300 μl de MeOH 100%. Una 
vez mezclada la muestra se centrifugó como se ha descrito anteriormente y se retiró 
el MeOH restante sin alterar el sedimento proteico dejando secar las muestras a tem-
peratura ambiente.
5.2 Medida de la concentración de proteínas por el método del ácido 
bicinconínico (BCA)
La concentración de proteínas se determinó mediante un kit comercial basado en 
el método colorimétrico del BCA, Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific; Roc-
kfold, IL, EEUU). Este método se basa en la capacidad de las proteínas para reducir 
en medio alcalino los cationes Cu2+ a Cu1+. La reacción de los cationes Cu1+ con el 
BCA genera un complejo soluble de color púrpura con una fuerte absorvancia a 562 
nm. La concentración de proteína se calcula interpolando los datos de absorvancia a 
esta longitud de onda en una recta patrón elaborada a partir de estándares de BSA 
con concentraciones de 20 a 2000 μg/ml. La absorvancia de las muestras se midió 
empleando un fluorímetro FLUOstar optima (BMG LABTECH, GmbH, Otenberg, Ale-
mania).
5.3 Electroforesis de proteínas e Inmunodetección por Western Blot (WB)
Los tampones y soluciones empleadas (matriz gel de poliacrilamida, tampones de 
electroforesis y tampón de carga) se prepararon como se indica en Sambrook et al., 
1989.
A las muestras para electroforesis se les añadió el volumen necesario de tampón de 
carga 5X (Tris 325mM pH 6.8, SDS 10%, glicerol 25%, β-mercaptoetanol 5% y azul 
de bromofenol 0,5%) hasta diluirlo 1X y se hirvieron durante 4 minutos a 95ºC.
Se cargaron las muestras según la concentración requerida y calculada previamente
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por la cuantificación con BCA en los pocillos de geles de poliacrilamida. Se resolvie-
ron según el método descrito en Laemmli 1970, basado en la electroforesis desna-
turalizante en presencia de SDS, que determinará la movilidad y separación de las 
cadenas polipeptídicas aisladas.
El porcentaje de acrilamida empleado para la elaboración de los geles dependió del 
tamaño de las proteínas a detectar, variando entre 6%, 8%, 10%, 12% y 15%. Para 
calcular el tamaño relativo de las proteínas analizadas, se utilizó el marcador Preci-
sion Plus Protein Dual Color Standars (BIORAD, Hercules, California, EEUU).
Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa o de fluoruro de polivinil-
deno (PVDF) ayudándonos del sistema iBlot® 7-minute Blotting System (Invitrogen; 
Carlsbad, California, EEUU). Para evitar una posible señal inespecífica en la posterior 
incubación con los anticuerpos, se bloqueó la membrana con leche desnatada en 
polvo al 5% o con BSA 5% en PSBT (NaCl 137mM, NaHPO4 10mM, KH2PO4 2mM, 
KCl 2.7mM, Tween 20 0,1% a pH 7.4) durante una hora a temperatura ambiente y 
con ligera agitación.
Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa o de fluoruro de polivinil-
deno (PVDF) ayudándonos del sistema iBlot® 7-minute Blotting System (Invitrogen; 
Carlsbad, California, EEUU). Para evitar una posible señal inespecífica en la posterior 
incubación con los anticuerpos, se bloqueó la membrana con leche desnatada en 
polvo al 5% o con BSA 5% en PSBT (NaCl 137mM, NaHPO4 10mM, KH2PO4  2mM, 
KCl 2.7mM, Tween 20 0,1% a pH 7.4) durante una hora a temperatura ambiente y 
con ligera agitación.
Los anticuerpos utilizados aparecen en las tablas M1 y M2 y se incubaron a la dilu-
ción indicada en PBSTween con leche en polvo o BSA al 5%, bien durante toda la 
noche a 4ºC o 2 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios conju-
gados con peroxidasa se incubaron 1 hora a temperatura ambiente. La señal de la 
peroxidasa se detectó mediante quimioluminiscencia (Enhanced Chemiluminiscence 
Detection System (ECL; Perkin Elmer Life Science, Waltham, Massachusetts, EEUU) 
o ECL plus (Super Signal* West Dura Chemiluminiscence Substrate; Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, EEUU)).
La cuantificación densitométrica de las bandas obtenidas se realizó en condiciones 
de exposición no saturada mediante el software Quantity One. Los datos obtenidos 
de los ensayos se normalizaron frente a los niveles de tubulina detectados de la mis-
ma manera utilizando un anticuerpo específico.
                               5.4 Inmunoprecipitación (IP)
Para estos ensayos se emplearon muestras sinaptosomales inmediatamente des-
pués de su preparación y estimulación con 5 mM KCl ó 55mM KCl. En primer lugar 
se lisó el material biológico en tampón de IP (1% Triton X-100, NaCl 100mM, EDTA 
2mM, Tris-HCl 10mM, Na3VO4 1mM pH7.5 e inhibidores de proteasas, (cóctel de in-
hibidores de proteasas, COMPLETE™)) durante 20 minutos en hielo y se centrifugó 
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durante 20 minutos en hielo y se centrifugó a 1600 g durante 5 minutos a 4ºC para 
eliminar agregados. A continuación se preparó la proteína G unida a microesferas 
de sefarosa (Protein G Plus-Agarose Immunoprecipitation Reagent, Santa Cruz Bio-
technology Inc., sc-2002) lavándola por centrifugación a 9000 g durante 2 min con 
tampón de lavado (Tris 10mM pH 7.4, NaCl 150mM, EDTA 1mM ph 8, EGTA 1mM pH 
8, Na3VO4 0,2 mM). Posteriormente se preclarificaron los lisados con 20 μl de proteí-
na G-sefarosa lavada durante 2 horas a 4ºC en agitación tras lo que se recuperó el 
sobrenadante obtenido por centrifugación a 1600 g donde se estimó la cantidad de 
proteína como se describe en 5.1.3. A continuación se incubaron las muestras con 3 
μg de anticuerpo contra RhoA durante un mínimo de 4 horas a 4ºC en agitación orbi-
tal, exceptuando los controles negativos a los que no se añadió anticuerpo. Posterior-
mente se incorporaron a la mezcla las microesferas de proteína G y se incubaron en 
las mismas condiciones. Finalizado el paso de incubación se sedimentó la proteína 
G por centrifugación a 1600 g durante 2 minutos a 4ºC y se hicieron dos lavados con 
tampón de IP y un último lavado con un tampón de baja concentración salina (de 
igual composición que el tampón de IP pero sin incluir NaCl ni Triton X-100). Tras ello, 
se resuspendió el precipitado en 30 μl de tampón de carga de electroforesis 2X, se 
hirvió durante 5 minutos y se sedimentó la proteína G por centrifugación a alta velo-
cidad. Se cargó la totalidad del volumen obtenido en el sobrenadante y se analizaron 
los complejos de inmunoprecipitación mediante WB, empleando anticuerpos contra 
mGluR1 y mGluR5.
             6. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE NSM2
La actividad de NSM en sinaptosomas se midió como la fluorescencia asociada a Re-
sorufina, producto derivado de las reacciones que lleva a cabo esta enzima emplean-
do el kit comercial de Cayman Chemical Company (Sphingomyelinase Fluorimetric 
assay kit, 10006964. En la figura se describe el esquema del ensayo. El protocolo 
indicado por la casa comercial se modificó ligeramente para adaptarlo a los extractos 
sinaptosomales. Brevemente, los sinaptosomas recién obtenidos se resuspendieron 
a 4ºC en el tampón de ensayo proporcionado por el kit, a una concentración final de 
1mg/ml. Las muestras se distribuyeron por triplicado en la placa del kit, así como 
la curva estándar de Fosforilcolina y los controles positivos de SMasa. Se añadió 
a todos los pocillos la solución de revelado conteniendo la mezcla de las enzimas 
fosfatasa alcalina, colina oxidasa, HRP (horseradish peroxidase) además de DMSO 
y el sustrato fluorimétrico de la SMasa, ADHP (10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine) 
(Figura M2). Tras ello se añadió SM, proporcionada por el kit como sustrato para el 
inicio de la reacción, en todos los pocillos exceptuando aquéllos empleados como 
controles negativos. Tras cubrir la placa se incubó durante 30 minutos a 37ºC y fi-
nalmente se detectó la señal fluorimétrica midiendo la emisión de las muestras tras 
excitar con una longitud de onda de 530-540 nm, empleando el fluorímetro FLUOstar 
optima (BMG LABTECH, GmbH, Otenberg, Alemania). 
81
MATERIALES Y MÉTODOS
Figura M2: Esquema representativo de las reacciones enzimáticas para la determinación de la 
actividad de la NSM. NSM hidroliza la SM generando Ceramida y Fosforilcolina, que es hidrolizada 
por la Fosfatasa alcalina generando Colina. Mediante oxidación de la Colina se genera Betaína y H2O2 
que en presencia de HRP reacciona con una razón estequiométrica 1:1 con ADHP generando el pro-
ducto fluorescente Resorufina. 
7. ANÁLISIS DE LÍPIDOS: CUANTIFICACIÓN DE SM MEDIANTE 
ENSAYO ENZIMÁTICO.
El protocolo empleado para muestras de membrana de extractos sinaptosomales fue 
ligeramente modificado a partir del descrito en Hojati & Jiang 2006, basado en la 
medida del lípido en plasma. Partimos de una curva estándar con concentraciones 
conocidas de SM (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EEUU) diluida en CHCl3 y de ex-
tractos de membrana sinaptosomal (entre 9-15 μg de proteína) derivados de ratones 
ASM+/+ y ASM-/- en las diferentes condiciones y tratamientos. Tanto a las muestras 
de la curva patrón como a las biológicas, se les añadió el detergente Thesit (Sigma-
Aldrich; St. Louis, Missouri, EEUU) a un 4% de concentración final. 
Tras mezclar se secaron los tubos con nitrógeno para evitar la oxidación de los lípi-
dos. Seguidamente se resuspendieron en 50 μl de H2O destilada y se incubaron en 
el baño a 37ºC durante 10 minutos, tras los cuales se añadió la mezcla de reacción 
conteniendo H2O MilliQ, Tris HCl 50mM ph7.5, MgCl2 0,5mM, COX (cicloxigenasa) 
1U/ml y HVA (homovanilic acid) 30mM. 
La transformación de SM en colina mediante la SMasa se acopló a la producción de 
fluorescencia mediante la acción de la colina oxidasa, peroxidasa y el ácido homova-
nílico. Tras una hora de incubación a 37ºC en oscuridad, la reacción se bloqueó me-
diante la adición de 1ml de tampón carbonato (0,5M Na2CO3, 10mM EDTA pH10.7) y 
la fluorescencia se midió inmediatamente en un fluorímetro (Luminescence Spectro-
meter, AMINCO-Bowman Series 2) a unas longitudes de onda de 327excitación/ 420emisión. 
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                             8. TRATAMIENTOS EN SINAPTOSOMAS
                              8.1 Estimulación con KCl 55mM.
Para los ensayos de inmunoprecipitación realizados establecimos las estimulaciones 
en sinaptosomas como describimos a continuación. Tras atemperar durante 15 mi-
nutos a 37ºC las fracciones sinaptosomales recién obtenidas, se les añadió un tam-
pón despolarizante (NaCl 90mM, Glucosa 10mM, MgSO4 2mM, CaCl2 2mM, HEPES 
20mM pH 7.4) conteniendo KCl a una concentración final de 5mM o de 55mM para 
las fracciones control o estimuladas, respectivamente, como se describe en Sodero 
et al., 2012. La estimulación se mantuvo durante 10 minutos en agitación suave y 
tras este tiempo la reacción se bloqueó situando las muestras en hielo. Después se 
precipitaron los sinaptosomas con una centrifugación a baja velocidad y con el fin 
de eliminar el tampón de la estimulación, se lavaron con tampón Hepes modificado 
(apartado 4.2), se centrifugaron de nuevo y se resuspendieron en éste último tampón 
conteniendo un cóctel de inhibidores de proteasas.
                8.2 Adición de SM y tratamiento con SMasa exógena.
Con el fin de obtener un incremento de los niveles de SM en la membrana sináptica 
las fracciones sinaptosomales derivadas de ratones ASM+/+ se atemperaron durante 
15 minutos a 37ºC y se les añadió una solución de SM en EtOH a una concentración 
final de 1,25mM. A las muestras control se les añadió el mismo volumen de EtOH. 
Las muestras se incubaron durante 45 minutos en agitación suave tras los cuales se 
paró la reacción en hielo y por centrifugación a baja velocidad. Las muestras se lava-
ron y se resuspendieron en tampón Hepes modificado como en el apartado anterior. 
Para reducir los niveles de SM en sinaptosomas derivados de ratones ASM-/-, se tra-
taron fracciones sinaptosomales recién obtenidas con 0,1 unidades/100μl de medio 
de SMasa exógena procedente del Bacillus cereus (Sigma-Aldrich) a 37ºC durante 1 
hora, tiempo suficiente para reducir los niveles de SM en la membrana sinaptosomal 
en aproximadamente el 45%. Tras el tratamiento, los sinaptosomas se lavaron y res-
uspendieron como mencionamos anteriormente.
8.3 Tratamientos con 1α, 25-dihidroxivitamina D3 (VitD3) y Dexametasona 
(DM).
Para reducir in vitro los niveles de SM mediante la activación de la NSM, partimos 
de fracciones sinaptosomales recién aisladas que tras atemperarse a 37ºC durante 
15 minutos, se trataron con VitD3 y DM, ambos de Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, 
EEUU. Los compuestos se disolvieron en EtOH y se incubaron a una concentración 
final de 0,1μM durante 1 hora a 37ºC y en ligera agitación. Las muestras control se 
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incubaron en las mismas condiciones con EtOH. Tras la hora de tratamiento se 
trasladaron las muestras a hielo y se centrifugaron a baja velocidad. La fracción si-
naptosomal tratada en el sedimento se lavó con 1ml de tampón Hepes modificado 
conteniendo inhibidores de proteasas.
         8.4 Tratamientos con antiinflamatorios no esteroideos (AINE).
Los sinaptosomas se trataron con el AINE Ibuprofeno. En concreto se utilizó la sus-
pensión pediátrica Pirexin (Juventus Laboratories). El acondicionamiento previo de 
las muestras biológicas se realizó como describimos en los tratamientos anteriores y 
se incubaron durante diferentes tiempos (30 minutos, 45 minutos, 1 hora y 1 hora 30 
minutos) con 1mg/ml de concentración final a 37ºC en agitación suave. Tras finalizar 
los tiempos de incubación, los sinaptosomas se lavaron y resuspendieron de la mis-
ma forma que en los tratamientos descritos previamente.
9.TRATAMIENTOS EN CULTIVOS PRIMARIOS DE NEURONAS 
HIPOCAMPALES.
                    9.1 Tratamientos con SM y SMAsa exógenas.
Los tratamientos para incrementar o reducir los niveles de SM en cultivos primarios 
de neuronas se realizaron como se describe en Galvan et al., 2008.
Para incrementar los niveles de SM en neuronas derivadas de ratones ASM+/+, éstas 
se mantuvieron en cultivo según el procedimiento indicado en el apartado 2.1 durante 
9 días cuando se trataron con el lípido. Media hora antes del inicio del tratamiento, se 
añadió al medio de cultivo Na2HPO4 50mM, que inhibe la ASM (Testai et al., 2004). 
Transcurrido este tiempo, se incorporó al medio SM disuelta en EtOH a una concen-
tración final de 40μM, mientras que se añadió al medio de las neuronas control la 
misma cantidad de EtOH, que no superó en ningún caso el 1% del volumen total del 
medio neuronal para evitar toxicidad. 
En el caso de los cultivos neuronales derivados de ratones ASM-/-, y con el objetivo 
de reducir los niveles de SM, la SMAsa bacteriana se añadió directamente al medio 
de neuronas de 9 días a una concentración de 0,1U/100μl de medio neuronal.
En ambos casos los tratamientos se mantuvieron durante 48 horas tras las que se 
lavaron las células con PBS y se fijaron con PFA 4% para su estudio por inmunofluo-
rescencia.
                            9.2 Tratamientos con VitD3 y DM.
Para la activación de la NSM en neuronas derivadas de embriones ASM-/-, éstas se 
mantuvieron en cultivo hasta los 15 DIV según el procedimiento explicado en el apar-
tado 2.1. Se añadieron los compuestos VitD3 y la DM (ambos de Sigma-Aldrich) a 
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una concentración de 0,1μM disueltos en EtOH a neuronas de 9 DIV. El tratamiento 
se añadió cada día al medio de cultivo hasta el día 15 in vitro, además de incluir una 
renovación parcial del medio neuronal en el día 12. Las neuronas control se trataron 
con el mismo procedimiento pero únicamente con EtOH. Transcurridos los tratamien-
tos las neuronas se lavaron y fijaron para proceder con el protocolo de inmunofluores-
cencia descrito en 3.2.2.
           10. TRATAMIENTOS ORALES CON DM E IBUPROFENO.
Los tratamientos en ratones ASM+/+ y ASM-/- comenzaron a la edad de un mes, 
inmediatamente después de ser destetados, dividiéndose los grupos de tratamiento 
según el sexo con 10 animales por condición. La DM se suministró disuelta en EtOH, 
en el agua de la bebida, a una concentración final de 1,5μg/ml. Considerando que el 
consumo medio de agua de un ratón al día es de 4 ml y que su peso medio es de 20 
gr, estimamos que la dosis recibida es de aproximadamente 0,3μg/gr ratón/día. El 
EtOH se suministró a los grupos control de la misma forma, resultando en un consu-
mo inferior a 5μl/ratón/día. Dada la sensibilidad lumínica del compuesto las botellas 
se cubrieron con papel de aluminio. Aún así las soluciones con DM y EtOH fueron 
renovadas cada tres días para asegurar su estabilidad y poder determinar más preci-
samente los volúmenes consumidos.
Paralelamente llevamos a cabo tratamientos orales con AINE, en concreto con una 
suspensión oral de ibuprofeno (Pirexin 20mg/ml, Juventus Laboratories) que fue su-
ministrado en el agua de la bebida a una concentración de 1mg/ml como se describe 
en Ezell et al., 2012. Asimismo incluimos un grupo de tratamiento al que se suministró 
el ibuprofeno en el pienso a 0,375mg/g (material cedido amablemente por el laborato-
rio del Prof. Jesús Ávila) para descartar efectos de posibles trastornos digestivos. En 
este caso, se pesó el pienso al inicio de tratamiento, y se renovó la dosis cada 3 días, 
momento en el que se controló el peso para determinar la ingesta media.
Los tratamientos orales tuvieron una duración de 2,5 meses, momento en el que se 
evaluó el comportamiento mediante diferentes tests (ver a continuación) para des-
pués proceder al sacrificio de los ratones y el análisis bioquímico y por microscopía 
de sus cerebros como se indicó anteriormente. 
                       11. TESTS DE COMPORTAMIENTO.
Para determinar si se daba una mejora en las capacidades motoras y de memoria de 
los ratones ASM-/- tras los tratamientos in vivo llevamos a cabo diferentes tests de 
comportamiento. Todos ellos se realizaron en una sala acondicionada para este fin 
donde los animales permanecieron al menos 5 días antes del ensayo. 
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                                                   11.1 Y-Maze
El test se desarrolló según se describe en Cognato et al., 2010. Brevemente, se em-
pleó una estructura con forma de Y con paredes negras opacas de unos 8 cm de 
altura. En la primera parte del ensayo se permitió a los animales explorar 2 brazos 
de la estructura durante 8 minutos: el brazo 1 (el de inicio, elegido aleatoriamente) 
y otro adicional, mientras que el tercer brazo (el brazo nuevo) se mantuvo cerrado 
con una tapa evitando el paso de los animales. En la segunda prueba, los animales 
tuvieron acceso libre para la exploración en los 3 brazos durante 5 minutos. Medimos 
el tiempo empleado en la exploración del brazo nuevo calculando la capacidad de 
discriminación de la novedad espacial. Evaluamos de esta forma a hembras ASM+/+, 
ASM-/- y ASM-/- tratadas con DM en grupos de 10 ratones por condición.
                                        11.2 Polo vertical.
Este test se desarrolló como se describe en Ogawa et al., 1985. Se empleó una es-
tructura constituida por una base con un polo vertical de superficie rugosa, de 55 cm 
de altura y 8 mm de diámetro. En una primera fase de habituación al test los ratones 
se situaron uno a uno en el extremo del polo mirando hacia la base y se les dejó 
descender hasta ella. Tras esperar un mínimo de 30 minutos se realizó una segunda 
ronda de habituación y tras ella los animales se situaron en el polo en orientación 
contraria a la utilizada anteriormente, es decir boca arriba. Calculamos el tiempo em-
pleado por los ratones en orientarse hacia abajo y descender hasta la base en un 
tiempo máximo de 190 segundos. No consideramos en el recuento a aquellos anima-
les que permanecieron inmóviles en el extremo del polo más allá de los 190 segun-
dos. Evaluamos de esta forma a hembras ASM+/+, ASM-/- y ASM-/- tratadas con DM 
en grupos de 10 ratones por condición.
                          12. MEDIDA DEL mRNA DE NSM2.
En este ensayo se emplearon córtex cerebrales derivados de ratones ASM-/- tratados 
oralmente o no con DM que fueron homogeneizados en 700μl de tampón de lisis 
(HEPES 5mM pH7.4, EDTA 1mM, Sacarosa 0,32M y 0,1% Tritón X-100). El homoge-
nado se mantuvo en hielo y se mezcló con 500μl de Trizol (Ambion/RNA. Life Techno-
logies Co., Gran Island, New York, EEUU). La mezcla se incubó 20 minutos en hielo y 
tras ello se añadieron 200μl de CHCl3 con los que se incubó nuevamente durante 10 
minutos, esta vez a temperatura ambiente. Tras la centrifugación a 14000rpm durante 
15 minutos se recuperó la fase acuosa de la superficie del tubo y se procedió a la 
precipitación de RNA de dicha solución empleando Glicógeno e Isopropanol durante 
1 hora a -20ºC. Tras centrifugar a 14000rpm durante 10 minutos el precipitado de 
RNA se lavó con EtOH, se secó y se resuspendió en 100μl de agua destilada libre 
de RNAsa (Qiagen, Hilden, Alemania). Las muestras se limpiaron para eliminar los 
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posibles restos de Trizol empleando columnas del Rneasy Mini Kit de Qiagen y se 
calculó la concentración de RNA en 1μl de la solución estimada por la absorvancia 
a 260nm con un Nanodrop ND-100 (Thermoscientific; Thermo Fisher Scientific Inc.). 
Finalmente se realizó la retrotranscripción partiendo de 150ng de RNA iniciales, em-
pleando el Revert Aid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit de Thermoscientific.
Los niveles del mRNA de NSM2 se detectaron mediante PCR cuantitativa (qPCR ó 
Real Time PCR) empleando GoTaq® qPCR Mix de Promega Co. (Madison, Wiscon-
sin, EEUU). y el equipo ABI PRISM 7900 HT SDS (Applied Biosystems, Life Technolo-
gies Co.) así como el software SDSv2.4 para el diseño y análisis de la placa. 
Para la detección del mRNA de NSM2 empleamos los siguientes oligonucleótidos 
(SIGMA-Aldrich) del gen SPMD3:
Nsm2_fw: 5´ GTTGTCCGGGGTACACACAT 3´
Nsm2_rv: 5´  TGCTGGACACAAACGGTCT   3´
Los niveles del mensajero de NSM2 se normalizaron frente a los de otros tres genes, 
GAPDH, GUSB, HPRT-1, obtenidos en las mismas condiciones empleando primers 
específicos.
                              13. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS. 
Para el análisis estadístico de los resultados se utilizó el programa IBM SPSS sta-
tistics y el análisis de datos mediante el test T de student de 2 colas para comparar 
medias de distribuciones normales. Los datos se representaron como la media ± des-
viación estándar. Los valores P menores de 0,05 se consideraron estadísticamente 
significativos y en las figuras estos valores se indican con asteriscos siendo * < 0,05; 
** < 0,02; *** < 0,001.
En el caso del análisis de la coordinación motora, se empleó un test X2 (chi cuadrado) 
y se representó mediante una gráfica de frecuencia acumulada. Igualmente, P valo-
res inferiores a 0,05 se consideraron estadísticamente significativos.
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1. La ausencia de ASM provoca una reducción en el número y tamaño 
de las espinas dendríticas.
La observación de la reducción en el número de espinas dendríticas en el cortex 
de los ratones ASM-/- descrita en la introducción fue el punto de partida para esta 
tesis. El primer objetivo fue caracterizar este defecto en mayor detalle. Postula-
mos que aunque el número de espinas no se encontró significativamente reduci-
do en el hipocampo el tamaño si podría verse afectado en esta y en otras áreas 
cerebrales. Para comprobarlo recurrimos a la microscopía electrónica de trans-
misión. De acuerdo con el análisiis diolístico ya comentado (Figura I8) la micros-
copía electrónica en el stratum radiatum del CA1 hipocampal no reveló diferencias 
significativas en el número de sinapsis entre ratones ASM+/+ y ASM-/- (ASM+/+: 
2,20±0,3 sinapsis/μm3 ; ASM-/-: 2,22±0,29 sinapsis/μm3). Sin embargo el área de 
los compartimentos postsinápticos era significativamente más pequeña en ausen-
cia de ASM (ASM+/+: 0,16 ± 0,012 μm2 ; ASM-/-: 0,09 ± 0,009 μm2) (Figura R1A). 
Figura R1A: Menor tamaño de las espinas dendríticas de neuronas del CA1 hipocampal en ce-
rebros de ratones ASM-/- . Micrografías electrónicas de transmisión de las sinapsis del stratum radia-
tum del CA1 hipocampal de ratones ASM+/+ y ASM-/-. Los asteriscos señalan las espinas dendríticas 
identificadas por la alta densidad electrónica que presenta el PSD en la región postsináptica y su 
contacto con la terminal presináptica que acumula vesículas. Barra de escala= 200 nm. Las gráficas 
muestran los valores medios y la desviación estándar del área de espinas en μm (p= 0,016) y la 
longitud del PSD en μm (p=0,006) en ratones ASM+/+ y ASM-/- (n= 70 sinapsis en cada uno de los 3 
ratones analizados por genotipo).
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Además medimos la longitud de la densidad postsináptica (PSD), segmento elec-
trondenso en la superficie del compartimento postsináptico, que se relaciona con 
la madurez de las espinas (El-Husseini et al., 2000) y cuya longitud en neuronas 
hipocampales es directamente proporcional al área de la espina dendrítica. En el 
hipocampo de ratones ASM-/-, la longitud de la PSD es también menor que en el 
hipocampo ASM+/+ (ASM+/+: 0,29±0,003 μm; ASM-/-: 0,24±0,006 μm) (Figura R1A).
Las células de Purkinje del cerebelo son las neuronas más tempranamen-
te afectadas en los cerebros ASM-/- lo que lleva a la alteración en la coor-
dinación motora (Horinouchi et al., 1995; Otterbach & Stoffel 1995). Por ello 
analizamos el tamaño de las espinas en esta región cerebral. El análisis por mi-
croscopía electrónica de la PSD en neuronas de la capa molecular, la más externa 
de la corteza cerebelosa donde las células de Purkinje extienden sus proyecciones 
dendríticas, reveló una menor longitud media en ratones ASM-/- comparado con ra-
tones ASM+/+ (ASM+/+: 0,33± 0,002 μm; ASM-/-: 0,27± 0,002 μm) (Figura R1B).
Figura R1B: Menor tamaño de las espinas dendríticas de células de Purkinje del cerebelo en 
ratones ASM-/- . Micrografías electrónicas de transmisión de las sinapsis de la capa molecular del 
cerebelo de ratones ASM+/+ y ASM-/-. Barra de escala= 200 nm. Las gráfica representa la media y 
la desviación estándar de la longitud del PSD en μm (p= 0,0001) en ratones ASM+/+ y ASM-/- (n= 70 
sinapsis en cada uno de los 3 ratones analizados por genotipo).
El análisis diolístico y de microcopía electrónica reflejan el impacto que la falta de 
ASM tiene en las espinas dendríticas de distintas poblaciones neuronales: desde la 
pérdida de espinas en la corteza somatosensorial hasta la reducción en su tamaño 
en el hipocampo y el cerebelo.
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2. La ausencia de ASM disminuye la cantidad de actina polimerizada en 
espinas dendríticas debido a la acumulación de SM.
Nuestro siguiente objetivo fue profundizar en el mecanismo subyacente a la reduc-
ción en el tamaño de espinas dendríticas  de ratones ASM-/-. Un factor determinante 
del tamaño de las espinas dendríticas es la cantidad de actina polimerizada que con-
tienen. Por ello comparamos los niveles de actina filamentosa (F-actina) en espinas 
dendríticas de neuronas hipocampales en cultivo de ratones ASM+/+ y ASM-/-. Los 
niveles de F-actina se determinaron mediante tinción con Faloidina, una micotoxina 
producida por el hongo Amanita phalloides, que se une específicamente a los monó-
meros de actina constituyentes de los microfilamentos a los que estabiliza (Vandekerc-
khove et al., 1985). La unión de un fluoróforo como el TRITC (Tetramethyl Rhodamine 
Isothiocyanate) a esta toxina nos permitió cuantificar por microscopía de fluorescen-
cia los niveles de F-actina en neuronas hipocampales en cocultivo con astrocitos du-
rante15 días in vitro, momento en el que las sinapsis se han establecido y madurado. 
Figura R2A: Las espinas dendríticas de neuronas hipocampales en cultivo derivadas de rato-
nes ASM-/- presentan bajos niveles de F-actina. Imágenes representativas de segmentos dendrí-
ticos pertenecientes a neuronas hipocampales derivadas de ratones ASM+/+ y ASM-/- con 15 DIV. 
Las neuronas se tiñeron con anticuerpos contra MAP2 (azul, marca específicamente el tronco de las 
dendritas), contra PSD95 (rojo, marcador enriquecido en espinas dendriticas) y faloidina (verde, que 
identifica la F-actina); los paneles inferiores muestran la tinción de faloidina en escala de grises. Barra 
de escala= 5 μm. La gráfica cuantifica la intensidad de faloidina en espinas dendríticas como valor me-
dio y desviación estándar por unidad de area (n= 250 espinas de 3 cultivos independientes; p=0,011). 
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Para definir con precisión las espinas dendríticas donde cuantificamos F-actina em-
pleamos un co-marcaje con anticuerpos contra MAP2 (Microtubule- Associated Pro-
tein 2) que es un marcador específico del tronco de las dendritas y contra PSD95 
que está enriquecida en el compartimento postsináptico. La  cuantificación de la in-
tensidad de fluorescencia asociada a la faloidina por microscopía de fluorescencia, 
indicó que las espinas dendríticas ASM-/- tenían 1,55 veces menos F-actina que las 
ASM+/+ (Figura R2A).
Uno de los principales efectos de la ausencia de ASM-/- en neuronas es la acumula-
ción de la SM tanto en la membrana plasmática (Galvan et al., 2008) como en mem-
branas derivadas de la preparación de sinaptosomas que contienen compartimentos 
pre y postsinápticos (Camoletto et al., 2009). Quisimos determinar con mayor preci-
sión si el aumento de los niveles de este lípido afectaba a la membrana postsináptica 
y si esto influía en la menor polimerización de actina. Con estos objetivos ampliamos 
el protocolo de purificación de sinaptosomas empleando pasos adicionales que per-
miten obtener una fracción enriquecida en postsinapsis (Schubert et al.  2006), ver 
materiales y métodos). Verificamos este punto mediante WB utilizando anticuerpos 
contra marcadores presinápticos como la sinaptofisina (Sy38, Figura R2B) que esta-
ban ausentes de la fracción obtenida. 
Mediante espectrometría de masas analizamos los niveles de SM, colesterol y fosfo-
lípidos en fracciones postsinápticas de ratones ASM+/+ y ASM -/- de la misma edad 
(en colaboración con Paul Van Veldhoven (Universidad de Lovaina, Bélgica) (Figu-
ra R2B). El análisis indicó que mientras los niveles de fosfolípidos (ASM+/+: 35±7 
nmol/mg proteína; ASM-/-: 40±4 nmol/mg proteína) y colesterol (ASM+/+: 287±52 
nmol/μmol fosfolípidos; ASM-/-: 225±4 nmol/μmol fosfolípidos) no mostraron dife-
rencias significativas entre ambos genotipos, la cantidad de SM era 2,5 veces ma-
yor en las fracciones postsinápticas de cerebros ASM-/- comparadas con ASM+/+ 
(ASM+/+: 108±21nmol/ μmol fosfolípidos; ASM-/-: 225± 21nmol/ μmol fosfolípidos).
Figura R2B: Las membranas postsinápticas de neuronas ASM-/- presentan altos niveles de SM.
En el panel de la izquierda se muestra el Western Blot de marcadores pre y postsinápticos (Sy38 y 
PSD9, respectivamente) en extractos que contienen la misma cantidad de proteína, procedentes de 
una purificación de sinaptosomas totales (Sin) y de la fracción enriquecida en postsinapsis (PSD). Las 
gráficas cuantifican los niveles de fosfolípidos (en nmol/mg proteína) y de colesterol y SM (nmol/μmol 
fosfolípidos) en fracciones postsinápticas de ratones ASM+/+ y ASM-/- como valor medio y desviación 
estándar (n=6,  pSM= 0,001).
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Para determinar si este aumento de los niveles de SM es responsable de los defec-
tos en la polimerización de actina observados en las espinas dendríticas de neuro-
nas ASM-/-, añadimos este lípido durante 6 horas al medio de cultivo de neuronas 
hipocampales derivadas de ratones ASM+/+. Este procedimiento asegura la incor-
poración del lípido a la membrana neuronal sin alterar los niveles de otros lípidos 
como el colesterol ni la viabilidad neuronal (ver materiales y métodos y Camoletto 
et al., 2008). Verificamos este punto en nuestros experimentos mediante un marcaje 
sin permeabilización con un fragmento de la toxina de lombriz, lisenina, que se une 
específicamente a SM y que puede ser identificado por un anticuerpo específico me-
diante inmunofluorescencia (Kiyokawa et al., 2004). De esta manera comprobamos 
que el tratamiento con SM exógena aumentaba en un 19% la cantidad de SM en la 
membrana plasmática de neuronas ASM+/+ (Figura R2C).
Figura R2C: Aumento de los niveles de SM en la membrana de neuronas hipocampales ASM+/+ 
en cultivo tras incubación con SM exógena. Imágenes representativas de la tinción con anticuerpos 
contra lisenina, que reconoce la SM, en neuronas de ratones ASM+/+ en cultivo tratadas o no con SM 
exógena a 40μM durante 6 horas. Barra de escala=100μm. La gráfica muestra en unidades arbitrarias, 
la media de intensidad de fluorescencia asociada a la lisenina y su desviación estándar por unidad de 
área (n=30 neuronas en 3 cultivos independientes (p=0,04). 
En estas condiciones los niveles de F-actina, detectados en espinas dendríticas me-
diante triple tinción con faloidina-TRITC, anti MAP2 y anti PSD95, fueron 1,38 veces 
menores en comparación con las neuronas no tratadas (Figura R2D). De manera 
complementaria y para reforzar el papel de la SM en las deficiencias en la polimeri-
zación de actina, tratamos neuronas ASM-/- con esfingomielinasa de Bacillus cereus 
(SMAasa). Añadida al medio de cultivo a una concentración de 0,1 unidades/100 μl a 
los 8 DIV y durante 48 horas redujo los niveles de SM en neuronas ASM-/- hasta ni-
veles similares a los encontrados en neuronas ASM+/+ sin afectar los niveles de otros 
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Figura R2D: La modulación de los niveles de SM afecta a la cantidad de F-actina en espinas 
dendríticas de neuronas hipocampales en cultivo. Imágenes representativas de segmentos dendrí-
ticos de neuronas hipocampales en cultivo de ratones ASM+/+ tratadas o no con SM (panel superior) o 
de ratones ASM-/- tratadas o no con Smase (panel inferior). Las neuronas se tiñeron con anticuerpos 
contra MAP2 (azul), contra PSD95 (rojo) y con faloidina (verde). Las imágenes en escala de grises 
muestran sólo la tinción de faloidina. Barra de escala= 5 μm. Las gráficas cuantifican la intensidad de 
faloidina en espinas dendríticas como valor medio y desviación estándar por unidad de área (n= 250 
espinas de 3 cultivos independientes; PASM+/++SM =0,02; PASM-/- + SMAsa= 0,03). 
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lípidos ni provocar toxicidad celular (ver materiales y métodos y Galvan et al., 2008). 
La intensidad de fluorescencia asociada a la faloidina en espinas de neuronas ASM-
/- incrementó 1,45 veces en estas condiciones siendo comparable a la de neuronas 
ASM+/+ (Figura R2D).
En conjunto estos resultados indican una relación directa entre la acumulación de SM 
y la deficiente polimerización de actina en espinas dendríticas. Además sugieren que 
los bajos niveles de F-actina podrían ser la causa del menor tamaño de las espinas 
dendríticas en ratones ASM-/-.
3. El aumento de SM reduce la unión a la membrana y la actividad de 
RhoA y sus proteínas efectoras en sinaptosomas de ratones ASM-/-.
Las GTPasas de la familia Rho como RhoA, Rac1 y Cdc42 son consideradas, entre 
otros factores, importantes reguladores del citoesqueleto de actina en espinas den-
dríticas (Tada & Sheng, 2006; Hall, 1998). Numerosas evidencias confirman su par-
ticipación en la formación y/o el mantenimiento de estas estructuras. Las GTPasas 
regulan su función pasando de un estado inactivo ligado a ADP a otro activo ligado 
a ATP. Para activarse deben unirse a la membrana lo que a su vez desencadena la 
activación de proteínas efectoras que en último término influyen en la polimerización 
de la actina (Buchsbaum, 2007). Por ello postulamos que la alteración de los niveles 
de SM en la membrana plasmática observada en condiciones ASM-/- podría alterar la 
unión, y por tanto activación, de estas GTPasas. Para comprobar esta hipótesis anali-
zamos los niveles totales de estas proteínas así como la cantidad unida a membrana 
en sinaptosomas procedentes de ratones ASM+/+ y ASM-/- de 4 meses de edad. No 
encontramos cambios en lo niveles totales ni en la unión a membrana de Cdc42 y 
Rac1 (Figura R3A). 
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Figura R3A: La cantidad total y unida a membrana de cdc42 y Rac1 no está alterada en sinapto-
somas ASM-/-. WB de Cdc42, Rac1 y tubulina en extractos totales y de membrana de sinaptosomas 
ASM+/+ y ASM-/-. Los gráficos cuantifican la media y la desviación estándar de los niveles de Cdc42 y 
Rac1 normalizados frente a tubulina. Para los extractos de membrana los valores de ASM-/- se consi-
deraron 100% (n=3).
Sin embargo se observó una reducción del 28% en los niveles totales de RhoA en los 
sinaptosomas ASM-/-. Esta reducción fue aún más evidente (51%) en la cantidad de 
RhoA que se une a la membrana sinaptosomal (Figura R3B).
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Figura R3B: La cantidad total y unida a membrana de RhoA está disminuida en sinaptoso-
mas ASM-/.  Western blots de RhoA y tubulina en extractos totales y de membrana de sinaptosomas 
ASM+/+ y ASM-/-. Los gráficos cuantifican la media y la desviación estándar de los niveles de RhoA 
normalizados frente a tubulina y referidos a los niveles en ASM+/+ que se consideraron como 1 (n=3; P 
RhoA total= 0,04; PRhoA membrana= 0,008).
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Para comprobar si la deficiente unión de RhoA a la membrana ASM-/- se traducía 
en una menor actividad de la GTPasa llevamos a cabo un ensayo in vitro de unión a 
Rotequina, (experimento realizado en colaboración con Paola G. Camoletto) factor 
que secuestra la forma activa de RhoA (Fu et al., 2000). Pudimos verificar que esta 
unión es un 38% menor en sinaptosomas ASM-/- en comparación con sinaptosomas 
ASM+/+ (Figura R3C).
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Figura R3C: La actividad de RhoA está reducida en sinaptosomas ASM-/-. Western blots de RhoA 
total, RhoA unida a Rhotequina y tubulina en sinaptosomas ASM+/+ y ASM-/-. Las gráfica cuantifica 
la media y la desviación estándar del cociente RhoA activa (unida a Rotequina) respecto a RhoA total 
(n=3; p=0,025). 
Como ya se ha comentado RhoA ejerce su influencia en el citoesqueleto de actina 
de manera indirecta mediante diferentes proteínas efectoras. Se ha descrito que 
en espinas dendríticas esta GTPasa activada promueve la estabilización de los 
filamentos de actina a través de ROCKII y de su efector neuronal PIIa (Schubert 
et al., 2006). Ensayos de WB en extractos de membrana sinaptosomal de ratones 
ASM+/+ y ASM-/- evidenciaron que la cantidad de ambas proteínas, ROCKII y PIIa, 
unida a membrana disminuye significativamente en ausencia de ASM (81% y 68%, 
respectivamente) (Figura R3D). 
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Figura R3D: La cantidad de los efectores de RhoA, ROCK y PIIa, está reducida en sinaptosomas 
ASM-/-. Western blots de ROCKII, PIIa y tubulina en extractos de membrana de sinaptosomas ASM+/+ 
y ASM-/-. Las gráficas cuantifican la media y desviación estándar de los niveles de ROCKII (p= 0,017) 
y PIIa (p= 0,033) normalizados frente a tubulina y respecto a los valores obtenidos en ASM+/+ que se 
consideraron como 1 (n=3). 
Para comprobar si las alteraciones en la cascada de señalización de RhoA en sinap-
tosomas ASM-/- era debida a los altos niveles de SM, añadimos el lípido a sinaptoso-
mas de ratones ASM+/+. La incubación con SM exógena a 100μg/ml durante 1 hora, 
incrementó 2,1 veces los niveles del lípido en la membrana sinaptosomal alcanzan-
do niveles similares a los encontrados en las membranas sinaptosomales de rato-
nes ASM-/- (Figura R3E.a). En estas condiciones la unión a la membrana de RhoA, 
ROCKII y PIIa se redujo un 46% , 79% y 31%, respectivamente (Figura R3E. b, c, d). 
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Figura R3E: El incremento de SM en sinaptosomas ASM+/+ reduce la unión a membrana de 
RhoA y sus efectores, ROCKII y PIIa. a. Niveles de SM (nmol/mg proteína) determinados mediante 
ensayo fluorimétrico en sinaptosomas ASM+/+ no tratados o tratados con 100μg/ml de SM exógena 
durante una hora. (n=3; p=0,019). (b, c, d):  WB de RhoA (b), ROCKII (c) y PIIa (d) en sobrenadantes 
(s, fracción citosólica) y pellets (p, fracción de membrana) obtenidos tras la centrifugación a 100000 g 
de sinaptosomas ASM+/+ tratados o no con SM. Las gráficas cuantifican la media y la desviación es-
tándar para cada proteína expresadas como el cociente P/S (n=3; PRhoA*SM= 0,029; PROCKII*SM= 0,0009; 
PPIIa*SM=0,008).
Para confirmar la implicación de la SM en la defectuosa unión amembrana de RhoA 
en sinaptosomas ASM-/-, tratamos estos últimos con SMasa. La incubación con 
0,1unidades/100μl de medio durante 1hora redujo los niveles de SM hasta 3 veces. 
En estas condiciones la unión de RhoA a membrana se incrementó 4,5 veces (Figura 
R3F).
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Figura R3F: El tratamiento de sinaptosomas ASM-/- con SMasa reduce los niveles de SM y res-
tablece la unión a la membrana de RhoA. a. La gráfica cuantifica la media y la desviación estándar 
de los niveles de SM en nmol/mg proteína en sinaptosomas ASM-/- tratados o no con SMasa (n=3; p= 
0,016). b. WB de RhoA en sobrenadantes (S, fracción citosólica) y precipitados (P, fracción de mem-
brana) obtenidos tras la centrifugación a 100.000 g de sinaptosomas ASM-/- tratados o no con SMasa. 
La gráfica cuantifica la media y la desviación estándar del cociente P/S de RhoA (n=3; p=0,032).
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En conjunto estos resultados demuestran la influencia que los niveles de SM de la 
membrana sináptica ejercen sobre la señalización mediada por RhoA y sus efectores 
ROCK y PfIIa, que son reguladores de la polimerización de actina en espinas dendrí-
ticas (Schubert et al., 2006). La deficiente activación de la vía de RhoA inducida por el 
incremento de la cantidad de SM en la membrana sináptica podría explicar la falta de 
polimerización de las espinas dendríticas de neuronas ASM-/-. 
4. Los niveles de mGluR1/5 y su interacción con RhoA están reducidos 
en los sinaptosomas ASM-/-.
RhoA puede asociarse a la membrana postsináptica en espinas dendríticas a través 
de su interacción con los mGluRs de tipo I: mGluR 1 y 5. Esta interacción se acentúa 
tras el estímulo sináptico (Schubert et al., 2006). Los receptores mGluR1/5 se localizan 
en dominios de membrana ricos en colesterol y SM (Francesconi et al., 2009), cuya 
composición está alterada en las membranas neuronales de ratones ASM-/- (Galvan 
et al., 2008). Por ello, postulamos que alteraciones en estos receptores contribuirían 
al menor anclaje de RhoA que encontramos en la membrana sináptica ASM-/-, 
afectando así a la actividad de la GTPasa.
Para comprobar esta hipótesis medimos por WB con anticuerpos específicos los ni-
veles de mGluR1 y mGluR5 en membrana de sinaptosomas ASM+/+ y ASM-/-. Los 
niveles de ambos receptores estaban reducidos en ausencia de ASM, en un 43% y 
80%, respectivamente (FiguraR4A.a). Además pudimos verificar que esta reducción 
se debe a la acumulación de SM en la membana sináptica, ya que la adición de este 
lípido a sinaptosomas ASM+/+ redujo los niveles de mGluR1 y de mGluR5 en un 29% 
y 39%, respectivamente, en comparación con los sinaptosomas ASM+/+ no tratados 
(Figura R4A.b)
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Figura R4A: Los niveles de mGluR1 y mGluR5 están reducidos en sinaptosomas de ratones 
ASM-/- debido al incremento de SM. Western blot de los niveles de mGluR1/5 y tubulina en extractos 
de membrana de sinaptosomas ASM+/+ y ASM-/- (a) y en sinaptosomas ASM+/+ y ASM+/+*SM (b). 
Las gráficas cuantifican la media y la desviación estándar de los niveles de mGluR1/5 normalizados 
frente a tubulina y con respecto a los valores obtenidos en condiciones ASM+/+ que se consideraron 
100% (n=3; PmGluR1 ASM-/- = 0,031; PmGluR5 ASM-/-= 0,02; PmGluR1 ASM+/+ *SM=0,034; PmGluR5 ASM+/+ *SM =0,041).
Para determinar si la reducción en los niveles de mGluR1 y mGluR5 se reflejaba 
en una menor interacción con RhoA realizamos ensayos de inmunoprecipitación 
en sinaptosomas estimulados con 55mM KCl durante 3 minutos. Observamos que 
mientras que los sinaptosomas ASM+/+ responden al estímulo incrementando la in-
teracción entre la GTPasa y mGluR1 y 5 (2,5 y 2,3 veces, respectivamente), este 
incremento es menor en las estimulaciones realizadas en sinaptosomas ASM-/- (1,3 y 
1,5 veces, respectivamente) (Figura R4B). 
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Figura R4B: La interacción entre mGluR1 y mGluR5 con RhoA está disminuida en sinaptoso-
mas de ratones ASM-/-. Niveles de interacción entre mGluR1 y mGluR5 con RhoA, determinados 
mediante inmunoprecipitación, empleando el anticuerpo frente a RhoA en sinaptosomas ASM+/+ o 
ASM-/- tratados o no con KCl 55mM. Se comprobó la especificidad del ensayo empleando extractos 
no incubados con anti-RhoA (no ab). Los controles de carga muestran la cantidad de RhoA presente 
en las muestras utilizadas. Las gráficas cuantifican la media y desviación estándar de la cantidad de 
mGluR1/5 inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-RhoA (n=3; PmGluR1=0,04; PmGluR5=0,023). 
De acuerdo con estas observaciones, el ensayo de unión a Rotequina (experimento 
realizado en colaboración con Paola G. Camoletto) reveló que la actividad de RhoA 
aumentaba 1,3 veces en sinaptosomas ASM+/+ estimulados con 55mM KCl con res-
pecto a los no estimulados. Sin embargo, la activación inducida por estímulo no tuvo 
lugar (0,75 veces respecto a la situación basal) en los sinaptosomas ASM-/- (Figura 
R4C). 
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Figura R4C: La actividad de RhoA no se incrementa en respuesta a estímulo en sinaptosomas 
ASM-/-. Cambios en la actividad de RhoA en sinaptosomas ASM+/+ y ASM-/- estimulados o no con 
55KCl, determinados por la unión a Rotequina. La gráfica cuantifica la media y desviación estándar 
de la activación de RhoA tras estímulo expresada como el cociente de la cantidad de RhoA unida a 
Rotequina en sinaptosomas estimulados por incubación con 55mM KCl y sin estimular incubados con 
5mM KCl en sinaptosomas ASM+/+ y ASM-/- (n=3; p=0,035).
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El conjunto de estos resultados demuestra que el incremento de SM provoca una 
reducción de los niveles de mGluRsI lo que disminuye su interacción con RhoA y por 
tanto la unión a membrana y actividad de esta GTPasa en sinaptosomas ASM-/-.
5. La reducción de los niveles de SM mediante la activación de NSM 
restablece in vitro el anclaje de RhoA a la membrana y los niveles de F-
actina en las sinapsis ASM-/-.
Los resultados obtenidos hasta el momento indicaban que la acumulación de SM 
en la membrana sináptica es responsable de la deficiente activación de la vía de 
RhoA-ROCK-PfIIa lo que provocaría una menor polimerización de actina en las espi-
nas dendríticas. Nuestro siguiente propósito fue demostrar esta contribución, además 
de buscar estrategias para revertir las anomalías encontradas en las espinas que 
carecen de ASM. Como se mencionó en la introducción, la NSM es la principal res-
ponsable de la hidrólisis de SM en la membrana plasmática neuronal (Stoffel, 1999) 
además de participar en procesos de plasticidad sináptica (Wheeler et al., 2009). Por 
otro lado, el gen que codifica para esta esfingiomielinasa no está afectado en ratones 
ASM-/- aunque se ha descrito una reducción en la actividad de esta enzima (Horinou-
chi et al., 1995). Por todo ello postulamos que NSM podría regular los niveles de SM 
en la sinapsis y que su activación, que disminuiría la cantidad de SM en membranas 
sinápticas, podría revertir las anomalías encontradas en espinas dendríticas de neu-
ronas ASM-/-. Para demostrar esta hipótesis analizamos primero por WB los niveles 
de NSM en sinaptosomas ASM+/+ y ASM-/- encontrando niveles totales y de mem-
brana muy similares (Figura R5A). 
Sin     Tot         Sin     Tot
NSM
   ASM+/+          ASM-/-  
Figura R5A: La NSM2 está presente en cantidades similares en sinaptosomas ASM+/+ y ASM-/-. 
WB de los niveles de NSM en fracciones totales (Tot) o sinaptosomales (Sin) derivados de cerebros de 
ratones ASM+/+ o ASM-/- conteniendo la misma cantidad de proteína. 
Con el fin de promover la hidrólisis de SM en la membrana sináptica, empleamos 
dos compuestos, la 1α, 25-dihidroxivitamina D3 (VitD3) y el glucocorticoide sintético 
dexametasona (DM), cuya capacidad para aumentar la actividad de la NSM se había 
descrito en células no neuronales (Okazaki et al., 1989, 1994; Ramachandran et al., 
1990). Tratamos sinaptosomas derivados de cerebros ASM-/- con VitD3 o DM a una 
concentración de 0,1 μM durante 1 hora a 37ºC. La medición de SM mediante en-
sayo fluorimétrico reveló una disminución de la cantidad de este lípido de un 25% y 
41% tras los tratamientos realizados con VitD3 y DM, respectivamente (Figura R5B). 
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Figura R5B : Los tratamientos con VitD3 y DM disminuyen la cantidad de SM en sinaptosomas 
de ratones ASM-/-. La gráfica cuantifica la media y desviación estándar de los niveles de SM en nmol/
mg proteína en sinaptosomas ASM-/- tratados o no con VitD3 y DM (n=3; PVitD3=0,04; PDM=0,033). 
En los tratamientos realizados con DM pudimos confirmar un aumento de los niveles 
de proteína NSM (30%) y de su actividad (15%) (Figura R5C). El tratamiento con 
VitD3 incrementó los niveles de proteína NSM en un 17% aunque no de manera sig-
nificativa. 
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Figura R5C : El tratamiento con DM aumenta los niveles de proteína de la NSM y su actividad en 
sinaptosomas de ratones ASM-/-. WB de los niveles de NSM y de tubulina en sinaptosomas ASM-/- 
tratados o no con DM. La gráfica central cuantifica la media y la desviación estándar de los niveles de 
NSM normalizados respecto a tubulina (n=3; P= 0,025). La gráfica a la derecha cuantifica la media y la 
desviación estándar de la actividad de NSM en unidades arbitrarias en sinaptosomas ASM-/- tratados 
o no con DM (n=3; P= 0,032).
Una vez comprobada la capacidad de los compuestos para reducir la cantidad de SM 
en sinaptosomas ASM-/-, determinamos si los tratamientos tenían efecto en la unión 
de RhoA a la membrana. WB con anticuerpos contra RhoA de fracciones citosólicas 
o de membrana de sinaptosmas ASM-/- tratados o no con VitD3 y DM revelaron un 
incremento de 1,98 y 4 veces, respectivamente, en la cantidad de RhoA asociada a la 
membrana (Figura R5D).
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Figura R5D: Los tratamientos con VitD3 y DM aumentan la unión a membrana de RhoA en sinap-
tosomas de ratones ASM-/-. WB de los niveles de RhoA en fracciones citosólicas (S) y de membrana 
(P) tras la centrifugación a 100.000 g de sinaptosomas ASM-/- tratados con VitD3 y DM. Los gráficos 
cuantifican la media y desviación estándar  del cociente P/S de RhoA en las muestras tratadas expre-
sadas en porcentaje respecto al mismo cociente en ASM+/+, considerado como el 100% (n=3; PVitD3= 
0,042; PDM= 0,001).
Para evaluar el efecto de la reducción de SM mediante la activación de NSM en la 
polimerización de actina, tratamos neuronas hipocampales derivadas de ratones 
ASM-/- con 0,1 μM VitD3 o DM. Comenzamos los tratamientos a los 9 DIV hasta 
los 15 DIV, momento en el que las sinapsis han alcanzado madurez en los cultivos 
primarios y las espinas dendríticas son evidentes. Mediante tinción con Faloidina y 
comarcaje con MAP2 y PSD95 confirmamos que los tratamientos con VitD3 y DM 
incrementaban los niveles de F-actina en un 39% y 117%, respectivamente, en las 
espinas de neuronas hipocampales de ratones ASM-/- (Figura R5E).
Figura R5E: Los tratamientos con VitD3 y DM aumentan la cantidad de F-actina en espinas den-
dríticas de neuronas hipocampales en cultivo de ratones ASM-/-. En los paneles superiores se 
muestran segmentos dendríticos representativos de neuronas ASM-/- tratadas o no con Vit D3 y DM. 
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El co-marcaje se realizó con MAP2 (azul), PSD95 (rojo) y Faloidina (verde). Los paneles inferiores 
muestran sólo la tinción con Faloidina en escala de grises. Barra de escala= 5 μm. Los gráficos cuanti-
fican la media y desviación estándar para la intensidad de Faloidina medida por área de espina (n=250 
espinas de 3 cultivos independientes; PVitD3= 0,001; PDM=0,0008). 
Nuestro siguiente objetivo fue comprobar si los tratamientos con VitD3 y DM tenían 
el mismo efecto en sinaptosomas y neuronas hipocampales en cultivo de ratones 
ASM+/+. No observamos cambios significativos en los niveles de SM ni tampoco en 
la unión a membrana de RhoA en sinaptosomas ASM+/+ tratados mediante el mismo 
procedimiento. (Figura R5F.a, b, c, d). De acuerdo con ello, al tratar neuronas hipo-
campales derivadas de ratones ASM+/+ con VitD3 o DM no registramos un incremen-
to significativo en la F-actina en las espinas dendríticas (Figura R5Fe).
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Figura R5F: Los tratamientos con VitD3 y DM carecen de efectos significativos en sinaptosomas 
y neuronas hipocamaples en cultivo derivados de ratones ASM+/+. a,b. La gráfica cuantifica la 
media y desviación estándar de los niveles de SM (nmol/mg proteína) en sinaptosomas ASM+/+ tra-
tados o no con VitD3 (a) o DM (b) (n=3). c,d. WB de los niveles de RhoA en la fracción citosólica (S) y 
de membrana (P) tras la centrifugación a 100.000 g de sinaptosomas ASM+/+ tratados o no con VitD3 
(c) o DM (d). Las gráficas cuantifican la media y desviación estándar del cociente P/S de RhoA (n=3). 
e. Segmentos dendríticos representativos de neuronas ASM+/+ tratadas o no con VitD3 o DM. El co-
marcaje se realizó con MAP2 (azul), PSD95 (rojo) y Faloidina (verde). Los paneles inferiores muestran 
sólo la tinción de Faloidina en escala de grises. Barra de escala= 5 μm. La gráfica cuantifica la media 
y la desviación estándar de la intensidad de Faloidina por área de espina dendrítica (n=250 espinas de 
3 cultivos independientes).
En conjunto, estos resultados demuestran que la reducción en la cantidad de F-actina 
en las espinas dendríticas de neuronas ASM-/- se debe al acúmlo de SM en las 
membranas sinápticas que dificulta la unión a membrana de RhoA y por tanto su 
activación. También indican que compuestos que activan la NSM como la VitD3 y 
la DM son capaces de revertir estos efectos en sinaptosomas y cultivos neuronales 
de ratones ASM-/- mientras que no afectan a sinaptosomas o cultivos de ratones 
ASM+/+.
6. La administración oral de DM previene las anomalías en SM y RhoA 
en sinapsis, incrementa el tamaño de las espinas dendríticas, evita la 
muerte neuronal y mejora déficits de comportamiento en ratones ASM-/-.
Nuestro siguiente objetivo fue probar la efectividad in vivo de los tratamientos realizados 
in vitro. Dada la mayor eficiencia de la DM decidimos probar este glucocorticoide 
sintético. Además, la DM es capaz de cruzar la barrera hematoencefálica (Stumpf 
et al., 1989; Stumpf, 2012) y se utiliza como terapia en diferentes enfermedades 
humanas (Fritz et al. 2012; De Cassan et al. 2012; Kanwar et al., 2013). Tratamos 
ratones ASM+/+ y ASM-/- de ambos sexos en grupos de 10 animales cada uno 
comenzando inmediatamente después del destete cuando tenían un mes de edad. 
Suministramos la DM disuelta en etanol en el agua de bebida  de manera que cada 
ratón consumiera una concentración aproximada de 0,3 μg DM/g de peso/día. Esta 
concentración es similar a la que se suministra en tratamientos de larga duración en
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pacientes pediátricos. Los ratones pertenecientes al grupo control recibieron etanol 
en el agua de la bebida a la misma concentración que los tratados con DM (0,1% 
v/v). Los tratamientos se mantuvieron durante 2,5 meses. Pasado este tiempo los 
ratones fueron evaluados en tests de comportamiento motor y de memoria tras lo 
que se realizaron análisis bioquímicos en sinaptosomas y de microscopía electrónica 
e inmunohistoquímica en tejido cerebral con los resultados que se describen a 
continuación. 
No observamos cambios significativos en la cantidad de SM ni en la unión de RhoA a 
membrana en sinaptosomas de ratones ASM+/+ tratados con DM (Figura R6A). 
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Figura R6A: El tratamiento oral con DM no altera los niveles de SM ni el anclaje de RhoA a la 
membrana sináptica en ratones ASM+/+. a. La gráfica cuantifiica los niveles de SM en nmol/mg de 
proteína en sinaptosomas derivados de ratones ASM+/+ tratados o no con DM (n=10). b. WB de los 
niveles de RhoA en citosol (S) y membrana (P) tras la centrifugación a 100.000 g de sinaptosomas 
derivados de ratones ASM+/+ tratados o no con DM. La gráfica cuantifica la media y la desviación 
estándar del cociente P/S de RhoA (n=10).
Por otro lado, la mitad de los machos ASM-/- tratados con DM presentaron una dis-
minución de los niveles de SM en sus sinaptosomas, sin embargo esta reducción 
(16% respecto a machos ASM-/- no tratados) no llegó a ser significativa. Asimismo, 
los cambios en los niveles proteicos de NSM2 y en el anclaje de RhoA a la membrana 
no fueron significativos en los sinaptosomas de machos ASM-/- tratados con DM aun-
que si encontramos una tendencia al incremento (1,2 y 1,6 veces mayores, respecti-
vamente) (Figura R6B.a, b, c).
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Figura R6B: El tratamiento oral con DM en los machos ASM-/- no altera de manera significativa 
los niveles de SM, la expresión de NSM ni el anclaje de RhoA a la membrana sináptica. a. La 
gráfica cuantifica los niveles de SM (nmol/mg proteína) en sinaptosomas derivados de machos ASM-/- 
tratados o no con DM (n=10). b. WB de los niveles de NSM y tubulina en sinaptosomas de machos ASM-
/- tratados o no con DM. La gráfica cuantifica la media y la desviación estándar de los niveles de NSM 
normalizados con respecto a tubulina (n=10). c. WB de los niveles de RhoA en la fracción citosólica (S) y de 
membrana (P) tras la centrifugación a 100.000 g de sinaptosomas derivados de machos ASM-/- tratados 
o no con DM. La gráfica representa la media y desviación estándar del cociente P/S de RhoA (n=10).
Cuando analizamos el grupo de hembras ASM-/- tratadas con DM si observamos 
cambios significativos. La cuantificación de los niveles de SM en los sinaptosomas 
reveló una reducción de los niveles de este lípido de un 36,7% con respecto a las 
hembras ASM-/- control (Figura R6Ca). Confirmamos que esto venía acompaña-
do de un incremento de los niveles sinápticos de la proteína NSM2 (113%) (Figura 
R6Cb). Esto correlacionaba además con un aumento transcripcional de la enzima ya 
que mediante PCR cuantitativa detectamos 2 veces más mRNA de la NSM2 en los 
extractos de cerebro de las hembras ASM-/- tratadas con respecto a las no tratadas 
(Figura R6Cc). La unión a la membrana sináptica de RhoA también se incrementó 
significativamente (1,7 veces) tras los tratamientos con DM (Figura R6Cd).
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Figura R6C: El tratamiento oral con DM disminuye los niveles de SM, aumenta los niveles pro-
teicos y de mRNA de NSM y la unión de RhoA a la membrana sináptica en hembras ASM-/-. a. 
La gráfica cuantifica la media y desviación estándar de lo niveles de SM (nmol/mg proteína) en sinap-
tosomas de hembras ASM-/- tratadas o no con DM (n=10; PSM=0,03). b. WB de los niveles de NSM y 
tubulina en sinaptosomas. La gráfica cuantifica la media y desviación estándar de los niveles de NSM 
normalizados con respecto a tubulina (n=10; PNSM=0,024). c. La gráfica cuantifica los niveles del mRNA 
de NSM en extractos de cerebros de hembras ASM-/- tratadas o no con DM (n=10; PmRNA= 0,03). d. 
WB de los niveles de RhoA en la fracción citosólica (S) y de membrana (P) tras la centrifugación a 
100.000 g de sinaptosomas de hembras ASM-/- tratadas o no con DM. La gráfica cuantifica la media y 
desviación estándar del cociente P/S de RhoA (n=10; P=0,01).
Para determinar si las observaciones bioquímicas hechas en sinaptosomas deriva-
dos de las hembras ASM -/- tratadas con DM se reflejaban en cambios en el tamaño 
de las espinas dendríticas, analizamos el tejido cerebral por microscopía electrónica. 
Este análisis reveló un incremento del 36% en la longitud de la PSD de las sinapsis 
procedentes del CA1 hipocampal en las hembras ASM-/- tratadas con DM respecto a 
las no tratadas (Figura R6D).
     ASM-/-     ASM-/- + DM
*
*
*
*
*
*
HIPOCAMPO-CA1
0 
0,05 
0,1 
0,15 
0,2 
0,25 
0,3 *
  ASM-/-  ASM-/-  
               +DM
Lo
ng
itu
d 
PS
D
 (m
m
)
Figura R6D: El tratamiento oral con Dexametasona incrementa el tamaño de las espinas den-
dríticas en el hipocampo de hembras ASM-/-. Imágenes obtenidas por microscopía electrónica re-
presentativas de sinapsis del stratum radiatum del CA1 hipocampal en hembras ASM-/- tratadas o no 
con DM. Las espinas dendríticas se indican mediante asteriscos. Barra de escala: 200 nm. La gráfica 
cuantifica la media y desviación estándar de la longitud de la PSD en μm (n=70 sinapsis en cada ratón 
de los 3 analizados por condición; P=0,031).
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Dados los efectos beneficiosos del tratamiento oral con DM en la cantidad de SM, la 
activación de NSM, la unión a membrana sináptica de RhoA y el tamaño de las espinas 
dendríticas en hembras ASM-/-, decidimos comprobar si el tratamiento también 
evitaba la neurodegeneración. Ésta se produce fundamentalmente en las células de 
Purkinje del cerebelo que sufren una muerte temprana en el ratón ASM-/- llegando a 
desaparecer casi por completo en estadíos avanzados de la enfermedad (Macauley 
et al., 2008). Empleamos cortes de cerebelo procedentes de hembras ASM-/- tratadas 
o no con DM que fueron teñidos con anti-Calbindina-1, un marcador específico para 
las células de Purkinje. La inmunohistoquímica reveló que el tratamiento con DM 
previene la pérdida de este tipo de neuronas, encontrando un incremento significativo 
de un 59% más células de Purkinje por unidad de área en hembras ASM-/- tratadas 
con DM con respecto a las no tratadas (Figura R6E).
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Figura R6E: El tratamiento oral con DM previene la degeneración de las células de Purkinje 
en el cerebelo de las hembras ASM-/-. Imágenes obtenidas por microscopía confocal en cortes de 
cerebelo de hembras ASM-/- tratadas o no con DM. Las células de Purkinje se identificaron median-
te el marcaje específico con un anticuerpo contra Calbindina-1(verde). Se muestra también el co-
marcaje de los núcleos celulares con DAPI (azul). Barra de escala= 100 μm. La gráfica cuantifica la 
media y desviación estándar del número de células de Purkinje por unidad de área (n=3; P= 0,006).
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Finalmente quisimos comprobar si los efectos beneficiosos del tratamiento oral con 
DM observados en el hipocampo y el cerebelo de hembras ASM-/- provocaban 
una mejora funcional. Para ello realizamos tests de comportamiento indicativos de 
las capacidades de memoria y motoras, controladas por hipocampo y cerebelo, 
respectivamente, en los grupos de hembras ASM+/+ y de hembras ASM-/- tratadas o 
no con DM.
El hipocampo coordina la memoria espacial. Por ello elegimos el test de compor-
tamiento Y MAZE (Cognato et al., 2010), que da una medida de la memoria espa-
cial de los ratones ya que se basa en la capacidad discriminatoria frente a espacios 
nuevos o previamente explorados. El tiempo invertido en el espacio nuevo fue 2,7 
veces menor en el caso de las hembras ASM-/- en comparación con las ASM+/+ 
(ASM+/+: 104±10 s; ASM-/-: 38± 5 s) confirmando los déficits en memoria espacial 
de las hembras ASM-/- sin tratar. Tras el tratamiento con DM la memoria espacial de 
las hembras ASM-/- aumentaba incrementando en 1,8 veces el tiempo de exploración 
en el espacio nuevo respecto a las hembras ASM-/- no tratadas y acercándose de 
manera significativa a los tiempos empleados por las hembras ASM+/+ (Figura R6F).
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Figura R6F: El tratamiento oral con DM mejora la memoria espacial en hembras ASM-/-. La 
gráfica cuantifica los resultados del test de comportamiento Y MAZE en hembras ASM+/+, ASM-/- y 
ASM-/- tratadas con DM como la media y la desviación estándar del tiempo en segundos que los 
ratones invierten en la exploración del brazo nuevo (n=7; PASM-/- VS ASM+/+ = 0,009; PDM ASM-/- VS ASM-/- = 0,021).
Por último investigamos el efecto del tratamiento oral con DM en la coordinación mo-
tora que controla el cerebelo mediante el test del Polo vertical (Ogawa et al., 1985). 
Este test mide el tiempo que invierten los ratones en reorientase y descender por 
un eje vertical tras un entrenamiento previo. Mientras que el 100% de las hembras 
ASM+/+ completaron el test en menos de 50 segundos, ninguna de las ASM-/- sin 
tratar lo hizo, confirmando el déficit motor en éstas últimas.
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Tras el tratamiento con DM el 63% de las hembras ASM-/- completó el test en menos 
de 50 segundos (Figura R6G).
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Figura R6G: El tratamiento oral con DM mejora la coordinación motora en hembras ASM-/-. La 
gráfica cuantifica los resultados del test del Polo vertical en hembras ASM+/+, ASM-/- y ASM-/- tratadas 
con DM como la frecuencia acumulada del tiempo total en segundos que los animales emplean en des-
cender del polo. El análisis estadístico con la prueba chi-cuadrado confirmó la diferencia entre hembras 
ASM+/+ y ASM-/- (P= 0,0009) así como entre las hembras ASM-/- tratadas o no con DM (P= 0,037), n=7.
En conjunto, estos resultados demuestran la eficacia del tratamiento oral con DM en 
hembras ASM-/- que disminuye los niveles de SM mediante el aumento de la cantidad 
de NSM lo que favorece la unión a membrana de RhoA en sinaptosomas. Además, el 
tratamiento con DM previene la disminución del tamaño de las espinas dendríticas en 
el hipocampo y evita la degeneración de las células de Purkinje en el cerebelo. Estos 
efectos se reflejan en la mejora de la memoria espacial y de la coordinación motora 
de las hembras ASM-/- tratadas. 
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Los resultados experimentales presentados en esta tesis doctoral contribuyen a com-
prender mejor un campo hasta ahora muy poco explorado: el papel de los lípidos en 
la sinapsis. Por otro lado, aportan información sobre la patología y sobre posibles 
estrategias terapéuticas para una enfermedad, NPA, que provoca retardo mental y 
muerte en la infancia y que actualmente no tiene ningún tratamiento. Consideramos 
que, utilizando como sistema experimental ratones ASM-/- que mimetizan la NPA, 
este trabajo hace  tres aportaciones principales:
• La descripción del fenotipo alterado en espinas dendríticas 
• La caracterización del mecanismo molecular subyacente a dicho fenotipo.
• El ensayo de estrategias farmacológicas que previenen las alteraciones detectadas 
in vitro e in vivo.
1. INFLUENCIA DE LA SM EN EL CITOESQUELETO DE ACTINA DE LAS 
ESPINAS DENDRÍTICAS.
El gran dinamismo de las espinas dendríticas, que cambian su tamaño y forma en 
respuesta a estímulo, es un factor clave en la plasticidad sináptica y por tanto en los 
procesos de aprendizaje y memoria. La remodelación de la membrana postsináptica 
y del citoesqueleto de actina, enriquecido en las espinas, dirigen este dinamismo. 
A pesar de ello se conoce muy poco sobre cómo los cambios en la membrana se 
coordinan con los del citoesqueleto. Nuestros resultados aportan información sobre 
los mecanismos moleculares que regulan esta coordinación. Así, han revelado una 
vía de señalización que relaciona los niveles de un lípido especialmente enriquecido 
en las membranas sinápticas, la SM, con la polimerización de la actina en espinas. 
En esta vía participan enzimas catabólicas de la SM (ASM y NSM), receptores de 
neurotransmisores (mGluR1/5) y proteínas moduladoras de actina (la GTPasa RhoA 
y sus proteínas efectoras ROCKII y PIIa). De acuerdo con un papel relevante de esta 
vía en el control del tamaño de las espinas dendríticas, observamos que la ausencia 
de ASM, que conduce a un aumento de la SM en la membrana y a una deficiente 
activación de RhoA y sus efectores, da lugar a espinas más pequeñas. Aunque esta 
alteración afecta a todas las áreas del cerebro estudiadas, lo hace en distinto gra-
do. Así, mientras que en neuronas del hipocampo y el cerebelo la ausencia de ASM 
provoca una disminución similar del tamaño de las espinas sin afectar a su número, 
en neuronas del córtex la reducción del tamaño de las espinas es mayor llevando 
incluso a su desaparición. Las diferencias entre las distintas poblaciones neuronales 
podrían explicarse por la distinta sensibilidad a los cambios en los niveles de SM 
que a su vez podría responder a distintos niveles basales del lípido o a la existencia 
de mecanismos compensatorios más o menos robustos frente a la elevación de sus 
niveles. Este es un campo que requiere de más investigación y que podría tratar de 
entender también por qué las células de Purkinje del cerebelo son particularmen-
te susceptibles a la ausencia de ASM siendo las que degeneran más rápido en los 
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ratones ASM-/- y en pacientes de NPA (Horinouchi et al., 1995; Otterbach & Stoffel, 
1995). Podemos especular que el fenotipo molecular de estas neuronas las haría 
especialmente vulnerables al aumento de SM y sus consecuencias. Así, presentan 
actividad específica de la Calbindina que interviene en la LTD dependiente de mGluR 
1/5 (Barski et al., 2003) y una elevada expresión de p75 que depende de los niveles 
de SLs (Brann et al., 1999).
2. CAUSAS DE LA DEFICIENTE ACTIVACIÓN DE RhoA EN ESPINAS 
DENDRÍTICAS CARENTES DE ASM.
Como hemos mencionado anteriormente la unión a la membrana de las Rho GTPa-
sas es necesaria para su activación (Leung et al., 1995; Matsui et al., 1996; Schubert 
et al., 2006). En esta tesis hemos demostrado que la acumulación de SM es respon-
sable de la menor asociación de RhoA a la membrana sináptica, y por tanto de la 
menor activación de la vía de señalización de esta GTPasa en espinas dendríticas. 
Una deficiente unión de RhoA a la membrana podría explicarse por alteraciones en 
las modificaciones postraduccionales requeridas para su interacción con lípidos. En 
concreto, RhoA ha de estar prenilada, lo que supone la adición de un grupo geranil-
geranil a su molécula (Newman & Magee, 1993; Allal et al., 2000; Adamson et al., 
1992; Hori et al., 1991; Solski et al., 2002). La producción de grupos geranil-geranil 
depende a su vez de la activación de la vía del mevalonato que influye en la de la 
síntesis de colesterol (Jo et al., 2010). La alteración en los niveles basales de SM y 
sus metabolitos, con gran afinidad por el colesterol, podría afectar a la distribución 
y/o niveles de este último modulando la vía del mevalonato (Gupta & Rudney, 1991). 
De hecho, se sabe que entre otros efectos, la SM y sus metabolitos activan la enzima 
clave en la síntesis de colesterol, la HMG-CoA (3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA) re-
ductasa. Dada la alteración observada en los niveles de SM se podría postular que la 
deficiente unión de RhoA a membranas carentes de ASM podría deberse a una pobre 
producción de grupos geranil-geranil que conduciría a una menor prenilación de la 
GTPasa.
Alternativamente, alteraciones topológicas de la membrana sináptica debidas a la 
acumulación de la SM, podrían dificultar la unión de RhoA. Aunque la SM se en-
cuentra mayoritariamente en la cara externa de la membrana (Tyteca et al., 2010) y 
las Rho GTPasa se unen por la cara citoplasmática, el aumento patológico del lípido 
podría estar alterando igualmente la topología de esta región de la membrana. 
En cualquier caso, las deficiencias en la prenilación o las alteraciones topológicas 
deberían afectar de igual manera la asociación a la membrana de RhoA y de otras 
GTPasas de la misma familia como Cdc42 y Rac1 que presentan los mismos requeri-
mientos. Sin embargo, los resultados obtenidos en sinaptosomas carentes de ASM-/- 
demuestran que estas proteínas no están afectadas. Así mismo, estudios realizados 
en fibroblastos indicaron que la disminución de los niveles de esfingolípidos reduce la 
unión a membrana tanto de RhoA como de Cdc42 (Cheng et al., 2006).
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Nuestros resultados sugieren que aunque el aumento de los niveles del principal es-
fingolípido, la SM, tiene el mismo efecto que su disminución sobre la unión a membra-
na de RhoA, el mecanismo subyacente es distinto y se basa en la especificidad de la 
interacción de RhoA con los mGluR1/5 (Schubert et al., 2006). Demostramos que la 
acumulación de SM disminuye los niveles sinápticos de estos receptores y su interac-
ción con RhoA.  Aunque son necesarias futuras investigaciones para determinar por 
qué el aumento de SM reduce los niveles de mGluR1/5 en la membrana sináptica, 
postulamos que esto puede ser debido a la composición alterada de los rafts lipídicos 
en ausencia de ASM (Galvan et al., 2008). Se ha demostrado que la incorporación 
de los mGluR1/5 a estos dominios de membrana regula su internalización y por tanto 
su expresión en la superficie neuronal (Francesconi et al., 2009). La alteración de 
estos dominios por aumento de SM modificaría la asociación de los mGluR1/5 afec-
tando a su estabilidad y/o internalización. Resultados preliminares obtenidos al com-
parar la distribución de RhoA en estos dominios en membranas sinápticas de ratones 
ASM+/+ o ASM-/- indican una menor asociación de RhoA a estos últimos (Figura D1) 
lo que apoyaría nuestra hipótesis. Además, se ha descrito que la unión a membrana 
y acoplamiento a efectores en respuesta a estímulo de las RhoGTPasa se favorece 
en rafts lipídicos (del Pozo et al., 2004; Palazzo et al., 2004). Esta observación contri-
buiría a explicar la deficiente activación de la vía de RhoA en sinaptosomas carentes 
de ASM. 
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Figura D1: Menor presencia de RhoA en rafts lipídicos en sinaptosomas de ratones ASM-/-. WB 
de la distribución de RhoA y la proteína marcadora de rafts Flotilina en las fracciones de membrana 
de sinaptosomas ASM+/+ y ASM-/- obtenidas tras extracción en frío con TritonX-114 y gradiente de 
sacarosa. Las fracciones ligeras (de 1 a 7) corresponden a los rafts. La distribución de flotilina muestra 
el correcto aislamiento de los rafts en condiciones ASM+/+ y ASM-/-.
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3. CONSECUENCIAS DE LA CARENCIA DE ASM EN LA VÍA DE 
SEÑALIZACIÓN DE RhoA EN ESPINAS DENDRÍTICAS.
El citoesqueleto de actina de las espinas dendríticas es particularmente dinámico re-
quiriendo una fina regulación tanto temporal como espacial. Por ello, son muchas 
las proteínas reguladoras de actina presentes en estas estructuras. La actividad de 
proteínas nucleadoras de actina, como N-WASP o Arp2/3, junto con la de la familia 
de las RhoGTPasas es un elemento clave. Estas últimas no ejercen su función inte-
ractuando directamente con la actina si no gracias a efectores que en última instancia 
se unen a monómeros y/o filamentos de actina para estabilizarlos o desestabilizarlos. 
Se han caracterizado diversos efectores gracias a los cuales RhoA ejerce su influen-
cia en la actina en distintas situaciones y tipos celulares. Entre ellos están ROCKII y 
PfIIa. Se ha descrito que la acción conjunta de estos efectores tras la activación de 
RhoA juega un importante papel en la regulación de la F-actina en las espinas dendrí-
ticas (Da Silva et al., 2003; Schubert et al., 2006). 
De acuerdo con esto nuestros resultados indican que los niveles de SM en la mem-
brana postsináptica modulan la cantidad de F-actina en espinas a través de la ac-
tivación de la cascada RhoA-ROCK-PfIIa. Sin embargo, estos datos no descartan 
que otros moduladores de actina también estén implicados en los efectos. Así, la 
activación de ROCKII podría señalizar también mediante la LIM quinasa (LIMK), que 
a su vez fosforila e inhibe la función del complejo ADF/cofilina, evitando su acción 
despolimerizante y por tanto estabilizando la red de filamentos de actina (Maekawa 
et al., 1998; Riento & Ridley, 2003). Aunque no hemos explorado esta posibilidad, 
cabría esperar, que la menor activación de ROCKII observada en ausencia de ASM 
inhibiese LIMK lo que permitiría al complejo ADF/cofilina despolimerizar la F-actina lo 
que contribuiría a explicar el menor contenido en espinas ASM-/-. 
Por otro lado, PIIa tiene una función estabilizadora de la F-actina disminuyendo los 
niveles de monómeros libres de actina a quienes secuestra, por ser más afín a la 
actina ligada a ATP. Este es un proceso en el que participan también otros miembros 
del citoesqueleto asociados a membrana como la proteína ENA/VASP con los que 
PIIa forma un complejo. Este complejo es capaz de polimerizar actina en forma de 
filamentos largos no ramificados (a partir de extremos (+) preexistentes) en presencia 
de proteínas “capping” y por medio de la proteína SAS (Barzik et al., 2005). En neuro-
nas se ha descrito que el efector directo de RhoA, ROCK II es capaz de interaccionar 
directamente con PIIa y activarla mediante su actividad serin-treonin kinasa (Da Silva 
et al., 2003).
Todas estas posibilidades son la base para seguir explorando en el futuro otros efec-
tores de la vía de RhoA/ROCKII/PIIa implicados en la disminución de F-actina en 
ausencia de ASM.
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4. RELEVANCIA SINÁPTICA DE LA ASM, UNA ENZIMA PRINCIPALMENTE 
LISOSOMAL.
Durante mucho tiempo se consideró que la ASM era una enzima exclusivamente liso-
somal con una presencia mayoritaria en estos organelos y, en consecuencia, con un 
pH ácido como requisito para una actividad óptima (Stoffel, 1999). Más recientemente 
se describió un pequeño reservorio de la ASM en la membrana plasmática (Grassme 
et al., 2001) y que la enzima puede translocarse a la cara exoplásmica de la membra-
na plasmática en respuesta a diferentes estímulos estresantes (Smith & Schuchman, 
2008; Gulbins et al., 2003). De acuerdo con estas observaciones diversos estudios 
comprobaron que la ausencia de ASM provocaba un aumento de los niveles de SM 
no sólo en los lisosomas si no también en la membrana plasmática (Galván et al., 
2008) y sináptica (Camoletto et al., 2009). Los resultados de esta tesis confirman 
que la acumulación de SM por falta de ASM también se extiende a la membrana post 
sináptica afectando de manera significativa al tamaño de las espinas dendríticas. La 
pregunta surge sobre  cómo una enzima acídica puede funcionar en la membrana 
sináptica cuyo pH es neutro. Varias alternativas podrían responder a esta pregunta. 
Por un lado, se ha descrito que procesos de membrana como la endocitosis pueden 
provocar bajadas locales de pH en la superficie celular (Bourguignon et al., 2004; 
Steinert et al., 2008). Por otro lado, ASM es capaz de degradar SM dentro de partícu-
las LDL (low density lipoproteins) a pH neutro (Schissel et al., 1998). Además, se ha 
descrito que tras la exposición a radiación ultravioleta la proteína quinasa C δ (PKCδ) 
fosforila a la ASM dirigiéndola a la membrana y favoreciendo su funcionamiento a pH 
fisiológico (Zeidan & Hannun, 2007; Zeidan et al., 2008). Todos estos datos apoyan 
la capacidad de la ASM de funcionar en la membrana plasmática a pH neutro aunque 
con una menor eficiencia que en el lisosoma. 
Es importante destacar que en el cerebro una actividad basal mínima de la ASM es 
suficiente para evitar anomalías. Así, pacientes con la enfermedad de Niemann Pick 
tipo B, cuyas mutaciones en el gen que codifica para la ASM rebajan la actividad de la 
enzima hasta a un 5% de la normal, no tienen implicaciones neurológicas. Sólo cuan-
do esa actividad está por debajo del 1-2% se desarrolla la NPA caracterizada por una 
afectación neurológica muy rápida y severa (Schuchman, 2007, 2009). Estos datos 
indican un papel esencial de la ASM en el funcionamiento neuronal pero sugieren, así 
mismo, que una baja actividad de la enzima podría ser suficiente para cumplir su pa-
pel en la membrana sináptica. Esto abre la esperanza de que estrategias orientadas 
a aumentar la actividad residual de la ASM aún con baja eficiencia puedan tener éxito 
como terapia para la NPA.
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5. EFECTOS DE LA ACTIVACIÓN DE LA NSM2 EN LAS SINAPSIS 
CARENTES DE ASM.
Los estudios de esta tesis doctoral muestran que una alternativa a una terapia cen-
trada en la modulación de la ASM es la activación de la enzima de función análoga 
NSM2. Demostramos que tratamientos con la VitD3 o con el glucocorticoide sintético 
DM, que son capaces de aumentar los niveles y actividad de NSM, reducen la can-
tidad de SM y revierten los fenotipos moleculares aberrantes in vitro. Aunque con 
baja eficiencia, ambos compuestos son capaces de atravesar la barrera hematoen-
cefálica (Pardridge et al., 1985; Stumpf et al., 1989; Stumpf, 2012) y se han utilizado 
previamente en el tratamiento crónico de enfermedades humanas, algunas de ellas 
pediátricas (Bonthius & Karakay, 2002; Holick, 2005; Cole, 2006). Esto da relevancia 
a los resultados obtenidos con el tratamiento oral con DM en ratones ASM-/- de cara 
a un posible tratamiento en pacientes de NPA. Nuestros resultados in vivo mues-
tran el efecto de la DM en las hembras ASM-/- tratadas, reduciendo la acumulación 
de SM en sinapsis y aumentando los niveles proteicos de NSM, lo que previene las 
anomalías en espinas observadas a nivel morfológico y molecular. Hemos observado 
también la capacidad del tratamiento para evitar la muerte neuronal en cerebelo así 
como para mejorar la funcionalidad motora y de memoria. Es interesante destacar la 
mayor eficiencia del tratamiento en las hembras. Así, aunque la tendencia en los pa-
rámetros analizados era similar en los machos los resultados no fueron significativos. 
Esto podría deberse a la menor activación de NSM observada en la sinapsis de los 
ratones machos ASM-/- lo que provocaría una menor degradación del exceso de SM 
(Figuras R6Bb y R6Cb). Las razones de estas diferencias están por determinar.
En cualquier caso, además de los efectos evidenciados en los niveles de SM de la 
sinapsis y su influencia en el citoesqueleto de actina, la activación de la NSM2 podría 
afectar directamente a la excitabilidad neuronal. La liberación presináptica de neuro-
transmisores y la recepción de esa señal en la postsinapsis por sus receptores son fe-
nómenos que dependen de la membrana y de su composición lipídica. Se ha descrito 
que la NSM es necesaria para la liberación de neurotransmisores promoviendo la 
fusión vesicular (Jeon et al., 2005). Además, la hidrólisis de la SM mediada por NSM2 
regula la excitabilidad en hipocampo mediante la producción de esfingosina-1-fosfato 
(S1P) que genera una hiperpolarización dependiente de Ca2+ (Norman et al., 2010).
Por otro lado, cambios en los niveles de SL en la membrana plasmática alteran la 
inserción de receptores AMPA (Hering et al., 2003), mientras que la inserción de re-
ceptores NMDA en respuesta a TNFα requiere la activación de la NSM2 (Wheeler et 
al., 2009). Aunque en esta tesis no hemos realizado análisis de electrofisiología para 
determinar alteraciones de la función sináptica en ratones ASM-/-, la reducción ob-
servada en los niveles de mGluR1/5 y su menor asociación a RhoA y su cascada de 
señalización a actina en respuesta estímulo, sugieren deficiencias en la excitabilidad 
sináptica. La activación de NSM2 podría contribuir a prevenir o corregir estos defec-
tos en el contexto patológico. 
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6. MECANISMO DE ACCIÓN DE LA DM. 
Aunque la DM es un fármaco ya utilizado en clínica, los tratamientos prolongados con 
este glucocorticoide sintético provocan serios efectos secundarios incluyendo retraso 
en el crecimiento y problemas de comportamiento (Bloom et al., 2001; Wróbel et al., 
2014; Cheng et al., 2014). Además, la dificultad para atravesar la barrera hematoen-
cefálica hace necesaria su administración sistémica en dosis altas para impactar al 
órgano más afectado en NPA, el cerebro. Esto reduce las expectativas de trasladar 
las observaciones hechas en los ratones ASM-/- a pacientes de NPA. Conocer en 
detalle el mecanismo de acción de la DM podría ayudar a mejorar estos tratamientos 
(reduciendo las dosis o los tiempos) o a identificar terapias alternativas. Nuestros 
resultados demuestran que la DM reduce los niveles de SM a través de aumentar la 
actividad de la NSM2. Esto se debe al aumento de los niveles de expresión de la pro-
teína que a su vez viene provocado por el aumento de la transcripción de su mRNA 
en los cerebros de las hembras ASM-/- tratadas oralmente. Niveles aumentados de 
mRNA también se observaron en los tratamientos realizados in vitro en sinaptoso-
mas, por lo que la DM podría estar induciendo un fenómeno de transcripción local en 
la postsinapsis. Esto abre interesantes perspectivas sobre la posible regulación de 
enzimas metabólicas de lípidos en la sinapsis que, al igual que ocurre con proteínas 
relacionadas con actina, podrían sintetizarse localmente contribuyendo a la rápida 
remodelación de las espinas en respuesta a estímulo. 
Un posible mecanismo de acción de la DM implicaría a los receptores de los glucocorti-
coides (GCRc), para los que el compuesto es un potente agonista (Jafari et al., 2012). 
Las diferencias de expresión de este tipo de receptores entre sexos podría explicar las 
variaciones observadas en la eficiencia de los tratamientos con DM entre machos y 
hembras ASM-/- (Guenzel et al., 2014; Romeo et al., 2004). Estos receptores modulan 
la transcripción de numeroso genes (Oakley & Cidlowski, 2013; Ratman et al., 2013) 
y aunque están mayoritariamente presentes en el citosol también pueden asociarse a 
la membrana (Liposits & Bohn, 1993). Se podría especular que entre sus genes diana 
estuviera el de la NSM. La reciente descripción de la presencia de GCRc en la sinap-
sis (Jafari et al., 2012) podría mediar una potencial transcripción local de esta enzima. 
Niveles basales de GC se requieren para la memoria y el aprendizaje aunque un ex-
ceso crónico altera los procesos de plasticidad (Sapolsky, 1999) además de generar 
un desequilibrio hormonal con efectos sistémicos dando lugar al síndrome de Cushing 
(Miyachi, 2000). Por ello, tratamientos prolongados con la DM podrían tener efectos 
negativos en la señalización mediada por los GCRc. Sin embargo, la expresión  de 
estos receptores en sinapsis depende de la activación de los mGluRsI (Jafari et al., 
2012) que presentan bajos niveles en las sinapsis ASM-/- (resultados de esta tesis). 
Esto posibilita que la exposición crónica a DM recupere niveles normales de GCRc en 
sinapsis ASM-/- evitándose los efectos deleterios de niveles crónicamente elevados. 
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Futuras investigaciones deben determinar si los GCRc participan en los efectos be-
neficiosos de la DM en ratones ASM-/-. Si fuera así, podría plantearse la posibilidad 
de tratar a pacientes NPA con glucocorticoides menos potentes que la DM como la 
hidrocortisona y que está especialmente indicada en pacientes pediátricos por tener 
menos efectos secundarios y por la fácil determinación de sus niveles en sangre. 
Además de un efecto directo de la DM sobre los GCRc el mecanismo de acción de 
este glucocorticoide para modular los niveles de SM podría ser indirecto a través de 
sus propiedades inmunomdoulatorias. Aunque la mayor parte de estudios describen 
los glucocorticoides como inmunosupresores, los efectos sobre los niveles de citoqui-
nas son variables y en ciertos casos podrían actuar como inmunoestimulantes (Wilc-
kens, 1995). Así, cuando se suministra DM antes de la inducción de daño cerebral 
para evitar la necrosis neuronal se provoca el incremento de los mRNA de citoquinas 
como TNFα, TNFβ y IL-1. Esto promueve la neuroprotección (Bruccoleri et al., 1999) 
induciendo, como en el caso de la citoquina TNFα (Figiel, 2008), la expresión de 
proteínas antiapoptóticas, interviniendo en la homeostasis de Ca2+ y previniendo exci-
totoxicidad (Cheng et al., 1994). Además TNFα modula las propiedades fusiogénicas 
de la membrana sináptica y promueve la inserción de receptores NR1 en la membra-
na, debido a su papel como potente activadora de la NSM2 (Wheeler et al., 2009). 
Todo ello sugiere que la DM, mediante la elevación de los niveles de citoquinas como 
la TNFα, podría incrementar la actividad de NSM reduciendo los niveles de SM en la 
sinapsis, y podría evitar el daño neuronal en ratones ASM-/-.
Por último, no podemos olvidar que la DM es un potente antiinflamatorio y por ello su 
uso terapéutico está especialmente indicado para combatir procesos inflamatorios. 
Para explorar la posibilidad de que este efecto contribuyese a los efectos beneficio-
sos observados en ratones ASM-/- realizamos ensayos con antiinflmatorios no es-
teroideos (AINE ó NSAID: non-steroidal anti-inflamtory drug) como el ibuprofeno. El 
tratamiento in vitro en sinaptosomas ASM-/- empleando el mismo procedimiento que 
con la DM, no afectó significativamente los niveles de SM ni la unión de RhoA a la 
membrana. Ensayamos también tratamientos in vivo mediante la administración oral 
de ibuprofeno a hembras ASM-/-. Aunque el análisis de los resultados reveló una ten-
dencia a la reducción de los niveles de SM en la membrana sináptica así como de la 
unión a ella de RhoA, los resultados no fueron estadísticamente significativos (Figura 
D2.a, b). Nuevas investigaciones son necesarias para llegar a conclusiones sobre el 
papel antinflamatorio de la DM como posible tratamiento en NPA. 
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Figura D2: Los tratamientos in vitro e in vivo con Ibuprofeno no producen efectos significativos 
en los niveles de SM y unión de RhoA en la membrana sináptica de ratones ASM-/-. a,b. Las 
gráficas a la izquierda cuantifican los niveles de SM (nmol/mg proteína) en sinaptosomas de ratones 
ASM-/- tratados con Ibuprofeno in vitro (a, n=3) o derivados de ratones ASM-/- tratados oralmente por 
2.5 meses a una concentración de 1mg/ml (b, n=10). Los paneles centrales muestran el WB de los 
niveles de RhoA en la fracción citosólica (S) o de membrana (P) tras la centrifugación a 100.000 g de 
sinaptosomas procedentes del tratamiento in vitro con ibuprofeno (a, n=3) o del tratamiento in vivo (b, 
n=7). Las gráficas a la derecha cuantifican la media y desviación estándar del ratio P/S de RhoA en 
sinaptosomas tratados referidos a los no tratados, que se consideraron como 1 (a: n=3; b: n=7).
7. PAPEL FISIOLÓGICO Y PATOLÓGICO DE LA SM EN LAS ESPINAS 
DENDRÍTICAS. 
Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral utilizando ratones ASM-/- nos permi-
ten proponer el siguiente modelo para la función de la SM y sus enzimas catabólicas 
en espinas dendríticas, las consecuencias de sus alteraciones y la posibilidad de res-
cate farmacológico.
En condiciones fisiológicas, los niveles de SM en la membrana postsináptica modulan 
los niveles de mGluR1/5 y a través de ellos la unión a membrana de la GTPasa  RhoA 
y la activación de sus efectores ROCKII y PIIa que controlan a su vez la polimeriza-
ción de actina en las espinas dendríticas. Este mecanismo contribuye a determinar el 
tamaño de las espinas dendríticas en situación basal y estimulatoria. La carencia de 
ASM, como ocurre en pacientes de NPA, incrementa la cantidad de SM en la mem-
brana postsináptica disminuyendo los niveles de mGluR 1/5 lo que impide la unión 
y activación de RhoA y sus efectores ROCKII y PIIa, reduciéndose la cantidad de 
F-actina y el tamaño de la espinas dendríticas y afectando su respuesta a estímulos.
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La reducción de los niveles de SM mediante la activación farmacológica con DM de 
la NSM2 en la membrana postsináptica, restaura la activación de la vía de RhoA, los 
niveles de F-.actina y el tamaño de espinas dendríticas (Figura D3). Los resultados 
positivos obtenidos con el tratamiento oral con DM en ratones ASM-/- abren nuevas 
perspectivas para el tratamiento de una enfermedad actualmente incurable como la 
NPA.
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Figura D3:  Modelo para la función de la SM y sus enzimas catabólicas en espinas dendríticas. 
Esquema representativo de las variaciones en el tamaño y los niveles de F-actina en espinas dendríti-
cas, con indicación de las moléculas implicadas en su regulación, en condiciones fisiológicas (ASM+/+) 
o en ausencia de ASM (ASM-/-) con o sin activación de la NSM2 (ASM-/- + DM). 
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CONCLUSIONES
1. La ausencia de ASM reduce el tamaño de las espinas dendríticas en el hipocampo 
y el cerebelo de ratones.
2. Las neuronas carentes de ASM presentan niveles anormalmente altos de SM en la 
membrana postsináptica.
3. Las espinas dendríticas de neuronas carentes de ASM presentan bajos niveles de 
F-actina debido a la acumulación de SM.
4. La acumulación de SM impide la correcta unión a la membrana sináptica y activa-
ción de RhoA y sus proteínas efectoras ROCKII y PIIa.
5. La acumulación de SM reduce los niveles de mGluR1/5 en la membrana sináptica 
y su interacción con RhoA.
6. En ausencia de ASM la activación farmacológica de NSM2 con VitD3 o DM reduce 
los niveles de SM y restaura la unión a membrana de RhoA  en sinaptosomas y los 
niveles de F-actina en espinas dendríticas de neuronas en cultivo.
7. El tratamiento oral con DM previene el aumento de SM en sinapsis y sus conse-
cuencias en la vía de activación de RhoA y en la polimerización de actina en hembras 
carentes de ASM.
8. El tratamiento oral con DM evita la reducción del tamaño de las espinas dendrí-
ticas, la neurodegeneración, y los déficits de memoria y de coordinación motora en 
hembras carentes de ASM.
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